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Resumen 
 
La nitrificación depende enteramente del metabolismo microbiano e inicia con la 
transformación del amonio a hidroxilamina, catalizada por la enzima AMO (Amonio 
Monooxigenasa). El avance de las tecnologías independientes de cultivo, ha permitido 
conocer la secuencia del gen que codifica para el sitio activo de dicha enzima (amoA), 
identificándolo como un potente marcador taxonómico y funcional especifico para el 
rastreo de las comunidades microbianas oxidantes del amonio (COA) en diversos 
ambientes. El objetivo de este trabajo fue evaluar las COA edáficas asociadas a un 
cultivo de papa (Solanum phureja) ubicado en la sabana de Bogotá D.C, con un manejo 
orgánico de 20 años, a través de la cuantificación de la abundancia del gen amoA por 
qPCR usando los cebadores específicos.  
 
Los valores de abundancia no pudieron ser determinados por problemas inherentes a los 
cebadores utilizados para la qPCR, que pese a ser ampliamente implementados para 
este tipo de estudios en diferentes ambientes, no cumplen los criterios requeridos por la 
técnica de cuantificación Sybr green, causando la formación de dímeros de primers de 
alto Tm, que interfirieron con la eficiencia de la amplificación, demostrando que no son 
adecuados para la determinación de la abundancia del gen amoA de los suelos 
evaluados. 
 
 
 
Palabras clave: (Metatranscriptómica, Temperatura de disociación, transcrito, oxidantes 
de amonio, nitrificación, suelo). 
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Abstract 
Nitrification depends entirely on microbial metabolism and begins with the conversion of 
ammonia to hydroxylamine, catalyzed by AMO (Ammonia Monooxygenase). The 
progress of independent culture technologies has allowed the knowledge of enzyme 
active site of the (amoA) gene and identified it as a powerful taxonomic and functional 
marker specific for tracking microbial communities of ammonia oxidizers (COA) in 
different environments. The aim of this study was to evaluate the associated soil COA 
potato crop (Solanum phureja) located in the savannah of Bogotá, with organic 
management 20 years, through the quantification of amoA gene abundance by qPCR 
using specific primers. 
 
Abundance values, could not be determined because of inherent problems in the primers 
used for qPCR, which despite being widely deployed for such studies in different 
environments, do not meet the criteria required by the quantification technique, causing 
the formation of primers dimer that interfered with the efficiency of the amplification, 
demonstrating that they are not suitable for determining the abundance of the gene amoA 
of soils evaluated. 
 
 
Keywords: (Metatranscriptomics, Melting temperature, transcripts, oxidizing 
ammonium, nitrification, soil)  
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 Introducción 
El suelo es un componente crítico del ambiente terrestre que influye de forma global en 
los ecosistemas del planeta (Ellert B. 1997). Este representa la zona más importante en 
términos de definición de calidad y cantidad del recurso alimenticio humano; a pesar de 
su importancia central para la vida, se conoce muy poco sobre el funcionamiento de este 
sistema y su papel en la biodiversidad ya que representa el hábitat más dinámico en la 
tierra (Hinsinger 2009). En el suelo tienen lugar las etapas que en conjunto constituyen 
los ciclos biogeoquímicos, las cuales son mediadas por poblaciones de microorganismos 
que obtienen la energía y los nutrientes a partir de las sustancias orgánicas del medio 
telúrico, reintegrando a su vez productos metabólicos que promueven la continuidad de 
los diferentes ciclos y el sustento energético de los cultivos (Pozuelo 1991).   
 
La nitrificación conocida como la oxidación secuencial del amonio a nitrato, juega un 
papel elemental en el ciclo terrestre del nitrógeno, esta se encuentra relacionada con 
grandes pérdidas económicas de fertilizantes, empleados en sistemas agrícolas con el fin 
de favorecer los rendimientos en la producción primaria. Alrededor de 100 Tg año-1 de 
amonio con un costo anual estimado de $ 15,9 mil millones, son perdídas por procesos 
de lixiviación de nitratos y de emisión de gases de efecto invernadero ocacionando 
problemas de contaminación atmosférica y de aguas subterraneas (Li-Mei Zhanga 2010),  
el amonio presente en sistemas agricolas, además de ser una de las formas de nitrogeno 
asimilables por las plantas, es utilizado como sustrato para el proceso nitrificación llevado 
acabo por las COA cuya distribución y actividad son aun poco conocidas (Lehtovirta et al 
2009, Li-Mei Zhanga 2010, Wei et al 2011).  
 
El desarrollo de las tecnologías de secuenciación de alto rendimiento y su 
implementación en el estudio de la diversidad taxonomica y funcional a traves de 
aproximaciones metagenómicas y metatranscritómicas, ha permitido vislumbrar el 
panorama desconocido de la estructura de las comunidades microbianas que median los 
procesos del suelo (Carvalhais et al 2012, Fierer et al 2007), que eran susbestimados 
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con el uso de tecnicas tradicionales de cultivo limitadas a conocer sólo el 1% de los 
microorganismos presentes en los ambientes (Mokili et al 2012, Sene et al 2012, Yousuf 
et al 2012).  
 
El estudio de las comunidades oxidantes del amonio (COA), se basa en la detección del 
gen que codifica para el sitio activo de la enzima amonio monooxigenasa (AMO),  
implicada en la conversión del amonio a hidroxilamina dada en la nitrificación. Este gen 
designado amoA, es conciderado un potente marcador funcional  (Rotthauwe et al 1997) 
y ha sido ampliamente usado en la caracterización de dichas comunidades permitiendo 
conocer mejor su distribución en diversos ambientes.  
 
Los primeros reportes en materia de microorganismos nitrificantes, planteaban que las 
bacterias eran el único grupo partícipe en la oxidación del amonio dada en la primera 
fase de la nitrificación, el avance de las tecnologias independientes de cultivo permitió 
determinar la presencia y la estructura poblacional de las comunidadades microbianas 
involucradas en este proceso, evidenciando mayor actividad y dominancia numerica de 
un segundo grupo compuesto por archaeas. El aumento de estudios de COA en diversos 
ambientes demuestra que este último grupo microbiano gobierna esta actividad en 
ambientes marinos (Francis et al 2005, Singh et al 2010, Sintes et al 2012, Urakawa et al 
2010) y terrestres (Franco Cavalcante et al 2012, Lorenz and Lal 2009, Sharma et al 
2007).  
 
Mediante aproximaciones independientes de cultivo se ha determinado que la diversidad 
y abundancia de las Bacterias Oxidantes del Amonio (BOA) y las Archaeas Oxidantes del 
Amonio (AOA) pueden verse perturbada o estimulada por múltiples factores inherentes al 
suelo del cual son aislados, su alta sensibilidad a factores como pH (Nicol et al 2008), 
salinidad (Rogers and Casciotti 2010),  temperatura (Jung et al 2011, Szukics et al 2012), 
atmosfera de CO2 (Long et al 2012) y fertilización (Hynes and Germida 2012, Jiang et al 
2010, Jiang et al 2011), así como su baja redundancia hacen de las COA un buen 
indicador para el estado de los suelos (Franco Cavalcante et al 2012).  
 
El objetivo de este trabajo fue evaluar las COA asociadas a suelos rizosféricos de un 
cultivo de papa criolla (Solanum phureja) ubicado en la sabana de Bogotá (Colombia) 
mediante la determinación de la abundancia gen amoA por qPCR, para lo que se 
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utilizaron oligonucleótidos específicos para cada grupo microbiano AOA y BOA ya 
reportados en la literatura. Sin embargo, los resultados demuestran que los cebadores 
escogidos para el rastreo de COA no cumplen con las condiciones necesarias para la 
determinación de la abundancia por qPCR con el sistema de detección Sybr Green en los 
suelos bajo estudio, el análisis experimental y termodinámico de los oligonucleótidos 
hace evidente la formación de dímeros termoestables que impidieron la amplificación 
eficiente del gen amoA y su cuantificación. 
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OBJETIVO GENERAL. 
 
Evaluar las comunidades microbianas edáficas oxidantes del amonio con base en el 
marcador amoA durante un ciclo de cultivo de papa criolla (solanum phureja) bajo manejo 
orgánico. 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 
 
 Cuantificar la presencia del gen amoA durante un ciclo de cultivo de papa criolla 
(Solanum phureja) bajo manejo orgánico. 
 
 Monitorear los transcriptos del gen amoA, durante un ciclo del cultivo de papa 
criolla (Solanum phureja)  bajo manejo orgánico. 
 
 Correlacionar la presencia y transcripción del gen amoA en tres estados 
fenológicos de los suelos bajo estudio.  
Capítulo 3 5 
 
CAPÍTULO 1 
1. Marco conceptual  
1.1 El suelo como un ecosistema fundamental para la 
vida. 
La ecología contemporánea ha adoptado el concepto de ecosistema como “la unidad de 
organización biológica, constituida por comunidades de organismos que interactúan con 
su entorno físico” (Ellert B. 1997). El suelo es el mejor ejemplo para evidenciar la 
interdependencia entre los organismos y su medio ambiente, las fuertes interacciones 
entre la biota, la microbiota y los elementos edáficos, determinan las condiciones 
ambientales que caracterizan a un “ecosistema terrestre” como un organismo individual 
sin excluir su ambiente físico (Ellert B. 1997). Bajo este panorama el suelo influye y a su 
vez es influenciado por los componentes de otros ecosistemas al servir como centro 
regulador dinámico, sustrato físico para el desarrollo de actividades antropogénicas y 
soporte para el almacenamiento de una gran diversidad de organismos lo que hace de 
este ecosistema un punto de intersección fundamental para el mantenimiento de la vida 
misma (Barrios 2007).  
 
El aumento de la conciencia humana sobre la importancia del ecosistema edáfico para la 
supervivencia, estimuló el surgimiento del concepto de Servicios del ecosistema (SE) 
definido como el conjunto de beneficios que los seres humanos obtienen de este, tales 
como: aire fresco, alimentos, agua, madera, combustibles fósiles y vivienda (Watanabe 
and Ortega 2011). Desde los años 90 el concepto de SE ha integrando no sólo los 
beneficios económicos que el ambiente terrestre pueda brindar, sino también las 
funciones que aporta dentro de las que se destaca: el control de inundaciones, la captura 
de carbono, la producción de biomasa (alimentos, fibras y combustibles), la 
descomposición de la materia orgánica, la dinámica de nutrientes y el abastecimiento de 
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agua y otros servicios que directa e indirectamente contribuyen para el bienestar 
humano. (Garbisu et al 2007, Watanabe and Ortega 2011). La capacidad del suelo para 
actuar como un sistema vivo está enmarcada por dichas funciones las cuales permiten 
sostener la productividad biológica y contribuyen en el mantenimiento de las poblaciones 
vegetales, haciendo de él un ecosistema primordial e irreemplazable (Thomsen et al 
2012).  
 
Para el aprovechamiento total de las funciones del suelo y los servicios que este brinda a 
el entorno, es necesario conocer a fondo las propiedades que define su estado 
agrupadas en físicas, químicas y biológicas (Doran 2002). Las propiedades físicas 
relacionadas con la estructura y compactación del suelo, son definidas mediante 
parámetros como volumen, textura, densidad y porosidad (Ellert B. 1997), las químicas a 
su vez valoran la dinámica de los nutrientes y la fertilidad del suelo (Richter and Jason 
2007) con base en parámetros como la capacidad de intercambio iónico, el pH y la 
concentración de bioelementos, mientras que las propiedades biológicas esta definidas 
por el componente biótico del suelo, en donde se incluye flora (plantas), fauna (animales) 
y los microorganismos, que realizan funciones que contribuyen a su desarrollo, estructura 
y productividad. (Ann McCauley 2005). Dichas propiedades revelan el potencial de un 
suelo para un uso determinado, y se enmarcan en un concepto común definido como 
calidad del suelo el cual permite determinar la capacidad o idoneidad del suelo para 
sustentar el crecimiento de un cultivo de interés considerando que este debe soportar un 
sistema productivo sin que se promueva la degradación del recurso, ni daños 
irremediables al medio ambiente (Kinyangi 2007). 
 
La rizósfera es el volumen de suelo que interactúa directamente con las raíces de las 
plantas. Nanómetros o centímetros de distancia radial a partir de la superficie de la raíz, 
actúan como interfaz entre esta y el mundo mineral, sirviendo como foco de 
retroalimentación ecológica y comunicación entre organismos (Richter and Jason 2007). 
Las relaciones entre la rizósfera y la raíz se concentran en la presencia de compuestos 
exudados (Turpault et al 2007), y el intercambio de gases y nutrientes lo que hace que 
allí permanezcan más concentrados, constituyendo de este el ambiente más apropiado 
para el desarrollo y actividad de la microbiana del suelo (Hinsinger 2009).  
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Según lo descrito por Richter y colaboradores (2007) la rizósfera estructuralmente se 
caracteriza por tener tres componentes: el rizoplano que es la superficie de suelo en 
contacto con la raíz; la rizósfera, catalogada como el volumen de suelo (Yousuf et al 
2012)e rodea el rizoplano y que se ve influenciado por la actividad de las raíces, y el 
suelo compacto que es la fracción no influenciada por las raíces vivas. Una clasificación 
más completa, basada en la continuidad del suelo y no en su división en clases como se 
describe anteriormente es descrita por (Cardón 2007), en la que se logra incluir la íntima 
asociación de hongos y bacterias con los tejidos de la raíz en la "Endorizósfera" como un 
componente más del ambiente rizosférico. 
1.2 Las comunidades microbianas en el suelo. 
La rizósfera representa la fuente de mayor diversidad microbiológica encontrada en el 
planeta tierra (Elsas et al 2008, Kakirde et al 2010, Mocali and Benedetti 2010, Nannipieri 
2003). Diferentes autores estiman que las comunidades microbianas allí presentes 
contienen millones de bacterias, archaeas, virus y microorganismos eucariotas (Kakirde 
et al 2010) Algunos reportes señalan que la diversidad encontrada en tan solo 1 gramo 
de suelo rizosférico oscila entre 103 y 107 especies (Fierer et al 2007). 
 
La diversidad funcional, taxonómica y metabólica de las comunidades microbianas 
asociadas a ecosistemas edáficos es aún desconocida (Mocali and Benedetti 2010). Se 
conoce que el desarrollo de estudios de diversidad microbiana implementando técnicas 
dependientes de cultivo, solo se valora el 1% de la población microbiana (Hirsch et al 
2010, Malik et al 2008) debido a que cerca del 99% de los microorganismos asociados a 
los diferentes ambientes naturales no son fácilmente cultivables por métodos 
tradicionales (Hirsch et al 2010, Rajendhran and Gunasekaran 2008); por su parte las 
nuevas tecnologías de estudio independientes de cultivo, permiten una evaluación más 
holística de la diversidad y el comportamiento funcional de las comunidades asociadas a 
ambientes (Mocali and Benedetti 2010). 
 
Se sabe que la microbiota del suelo es imprescindible en los procesos edáficos  ya que 
desempeña un papel importante con su participación directa en los ciclos bioquímicos  e 
indirectamente en la nutrición vegetal y en la salud del suelo. Casi todas las 
transformaciones químicas que tienen lugar en el suelo, son catalizadas por un número 
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indeterminado de enzimas producto del metabolismo microbiano (Verstraete, 2004),  su 
significativa contribución en la fertilidad del suelo es dada gracias a  el reciclaje de 
nutrientes y la descomposición de materia orgánica disponible en el suelo, lo que 
incrementa la concentración de minerales como el fósforo y los compuestos solubles 
nitrogenados (Verstraete,2004) que aportan positivamente en la productividad y 
sostenibilidad de los agro- ecosistemas. 
 
La estructura de las comunidades microbianas edáficas depende de las propiedades 
físico-químicas del suelo, los exudados de raíz y las prácticas agrícolas. (Yousuf et al 
2012). Cerca del 80-90% de los microorganismos que habitan en el suelo se encuentran 
en las denominadas zonas calientes “hot spots” en donde la microflora tiene un acceso 
continuo a un flujo de sustratos orgánicos derivados de raíces (Nannipieri 2003, 
Nannipieri and Eldor 2009), estas zonas presentan agregados con propiedades 
fisicoquímicas diferentes a las demás parte del suelo, lo que genera el aumento de la 
actividad biológica. Mocali & Benedetti (2010) reportaron que la existencia de la amplia 
heterogeneidad en estas zonas se debe a la extensión aleatoria de microorganismos que 
siguen el contenido rizósferico de humedad y nutrientes, esto puede relacionarse con lo 
sustentado por Griffiths y colaboradores en el 2001 quienes sustentan que los grupos de 
microorganismos pueden tomar ventaja de los metabolitos que otros grupos han 
producido.  
 
El incremento de estudios concernientes a la diversidad, definida como “La variedad de 
organismos vivos, en todos los niveles de  organización, calculados por categorías 
evolutivas (filogenética) y/o criterios ecológicos (funcional)” (Colwell 2009), ha promovido 
un conocimiento más completo sobre la estructura de las comunidades asociadas a los 
ecosistemas. La determinación de índices de diversidad como riqueza y abundancia 
entendidos como: el número de especies presentes y el número de individuos que 
representan a cada especie, respectivamente, contribuye a vislumbrar el panorama sobre 
los principales grupos microbianos que representan determinado ambiente.  
 
Si bien existen bastantes publicaciones que describen claramente las estructura de las 
comunidades microbianas edáficas así como las múltiples funciones que allí cumplen 
(Nannipieri 2003, Nannipieri and Eldor 2009) aun siguen siendo considerados una “caja 
negra llena de ocultos tesoros genéticos” (Kowalchuk et al 2005). 
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1.3 Nuevas tendencias para el análisis de comunidades 
microbiana. 
La aplicación de técnicas basadas en el análisis de DNA (Deoxyribonucleic acid) ha 
incrementado el conocimiento que se tiene sobre la diversidad microbiana en ambientes 
naturales y está generando el desarrollo de nuevas herramientas diagnosticas, que 
enfatiza en el entendimiento de la función de esta diversidad antes oculta para los 
métodos tradicionales de estudio.  
 
El desarrollo de las técnicas conocidas como independientes de cultivo (Mokili et al 2012) 
recorre desde el monitoreo de microorganismos mediante el uso de tinciones 
especializadas y técnicas como bioluminiscencia y análisis de ácidos grasos (PLFA), 
hasta la hibridación con sondas especificas in situ (FISH) (Hirsch et al 2010) y la 
amplificación de genes marcadores mediante la técnica de reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR Polymerase Chain Reaction). Sin embargo, estas aproximaciones 
presentan limitaciones dado que la comunidad de interés no necesariamente estará 
activa en el momento de análisis o puede ser subvalorada por retención de ácidos 
nucleicos en las arcillas de los suelos (Wellintong et al 2003) y dificultades relacionadas 
con la amplificación del gen diana y su eficiencia (Mocali and Benedetti 2010).  
 
El término metagenómica fue descrito por primera vez en 1998, desde entonces es 
reconocida su contribución al conocimiento de la diversidad taxonómica y funcional de las 
poblaciones microscópicas asociadas a los ambientes (Schloss and Handelsman 2003), 
así como las variaciones que estas puedan tener en respuesta a las perturbaciones 
(Temperton and Giovannoni 2012). Metagenómica se define como el análisis genómico 
de la comunidad microbiana perteneciente a algún ambiente (Carvalhais et al 2012, 
Dupre and O'Malley 2007).  
 
Sin embargo de acuerdo a lo expuesto anteriormente sobre la premisa de que no se está 
evaluando el potencial de expresión génico en DNA, sino la presencia de los genes 
propiamente; surgió el avance de nuevas disciplinas que intentan encontrar las 
respuestas no sobre ¿quiénes se encuentran? sino ¿qué están haciendo? dichas 
comunidades. Muchas variantes sobre enfoques metagenómicos dependían inicialmente 
de la clonación de fragmentos de DNA obtenidos con digestión enzimática a partir de una 
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muestra ambiental (Healy 1995, Hirsch et al 2010, Stein 1996), recientemente muchos de 
estos enfoques se basan en la secuenciación de alto rendimiento cuyos costos 
permanecen en constante  descenso haciéndolas cada vez más asequibles para los 
investigadores (Desai et al 2012).  
 
Con el perfeccionamiento de metodologías para la extracción de RNA (Ribonucleic acid) 
de muestras ambientales y la aplicación de la tecnología de transcripción reversa para la 
amplificación de transcritos por PCR, se ha dado paso a la metatranscriptómica 
(Carvalhais et al 2012, Lau and Liu 2007, Poplawski et al 2007), una aproximación que 
permite identificar la población activa dominante a través del análisis de secuencias de 
rRNA “Ribosomal ribonucleic acid” (Hirsch et al 2010). De esta manera se han obtenido 
secuencias de genes funcionales que se están transcribiendo y cuya expresión puede ser 
clave en los procesos de los ecosistemas (Carvalhais et al 2012). Esto último, a través de 
la captura de mRNA “Messenger RNA” eucariótico (Grant et al 2006) y mRNA 
procariótico (Frias-Lopez et al 2008) aislado desde las muestras ambientales y no desde 
microorganismos recuperados por técnicas tradicionales de cultivo.  
 
Una metodología que ha sido rápidamente adoptada para medir la expresión de genes a 
partir de muestras ambientales es la qPCR (PCR cuantitativa), que se basa en la 
estimación del número de copias de genes y de sus transcritos, combinando para el 
segundo caso una reacción inicial de retrotranscripción con qPCR (Q-RT-PCR). La 
técnica de Q-PCR ha sido empleada  para evaluar cambios en los patrones de presencia 
y expresión de genes relacionados con procesos microbianos en diferentes tipos de 
suelos (Bach et al 2001, Markonjic et al  2008). La alta sensibilidad, especificidad y 
rapidez hacen de esta técnica un método efectivo para estos estudios de abundancia de 
genes determinados (Yousuf et al 2012). 
La cuantificación de la expresión génica por qPCR, es realizada por un termociclador,  
que toma las medidas de fluorescencia por ciclo al momento de las síntesis o elongación 
de DNA o cDNA con el uso de colorantes que se unen específicamente al DNA de doble 
cadena (VanGuilder et al 2008). Es preciso resaltar que la unión al dsDNA (Ferreira et al 
2006) de los colorantes genéricos tales como el Syber Green, no es específico para el 
amplímero blanco de la PCR lo que ocasiona que las medidas de fluorescencia puedan 
aumentarse por la presencia de amplímeros inespecíficos y/o dímeros de primers 
bicatenarios. Lo anterior puede ser resuelto con un análisis de melting curve realizado 
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tras el descenso de la temperatura en donde se determina la temperatura de disociación 
de cada fragmento, discriminando el amplímero de interés del inespecífico o de los 
dímeros de primers (Lee et al 2006), los resultados de dicho análisis pueden ser 
confirmados con un gel de agarosa en donde se podrá evidenciar el tamaño del 
fragmento en estudio.  
Diferentes sistemas de detección pueden ser utilizados para la cuantificación de 
expresión génica por qPCR, dentro de los más comunes se encuentran las sondas de 
hidrólisis y las sondas TaqMan, cuya cuantificación es dada gracias al principio de 
transferencia de energía por resonancia, conocida por sus siglas en ingles como (FRET). 
La transferencia de energía es dada gracias a la presencia de un fluoróforo y un 
quencher en los extremos 5 y 3 de la secuencia de la sonda, que es diseñada 
específicamente para hibridar en el interior del fragmento blanco (Bustin 2000, 
Kaltenboeck and Wang 2005). La cercanía de estas dos moléculas durante la hibridación 
de la sonda, inhibe la producción de fluorescencia; su separación, que en el caso 
especifico de las sondas Taqman es generada por la actividad exonucleasa 5-3 del la 
Taq polimerasa, promueve la emisión de fluorescencia que es aceptada por el 
termociclador (Smith and Osborn 2009, VanGuilder et al 2008), sistemas de 
cuantificación que usan el principio (FRET) son ampliamente usados por su alta 
especificidad (Pfaffl 2004). 
Dos tipos de cuantificación pueden realizarse mediante qPCR; la cuantificación relativa, 
en la que se determina la expresión relativa del gen en estudio basados en los niveles de 
expresión de un gen constitutivo y la cuantificación absoluta, en donde se determina el 
número de copias presentes en la muestra con el uso de una curva de calibración 
obtenida a partir de diluciones seriadas de un DNA de concentración conocida 
(estandar), extrapolando los valores Ct (cycle threshold) adquiridos para cada muestra en 
los obtenidos para cada punto de la curva (Ginzinger 2002, Livak and Schmittgen 2001, 
Pfaffl 2004). 
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1.4 Ciclo del Nitrógeno. 
El ciclo del nitrógeno es uno de los más significativos en el ecosistema terrestre (Hayatsu 
et al 2008). Las múltiples transformaciones de este elemento son dadas gracias a 
procesos de óxido-reducción llevados a cabo por diferentes grupos microbianos que 
aportan las formas del nitrógeno biodisponibles y/o asimilables por plantas y animales, 
haciendo de este un macroelemento esencial para la fertilidad de los suelos y la nutrición 
de las plantas (Fuka et al 2008). Las principales etapas del ciclo del nitrógeno incluye los 
procesos de Fijación de N2, Mineralización, Amonificacion, Nitrificación y de 
Desnitrificación (Hayatsu et al 2008), las actividades metabólicas microbianas que 
regulan el equilibrio químico del nitrógeno permiten clasificar a los microorganismos 
implicados en grupos funcionales o fisiológicos como: “fijadores de nitrógeno o 
diazotróficos, proteolíticos, amonificantes, nitrificantes y desnitrificantes” (Pozuelo 1991).  
 
El nitrógeno transformado en la biosfera toma nueve diferentes estados oxidativos 
(Robertson and Groffman 2007) algunas de estas formas son esenciales para la vida en 
términos de producción agrícola, otras formas son contaminantes y afectan la salud 
humana y ambiental; según lo descrito por Löhnis (1913) para evitar el aumento de las 
formas contaminantes de nitrógeno debe haber un equilibrio anual entre los procesos de 
fijación de dinitrógeno y su conversión de nuevo en gas N2 a través de la desnitrificación 
(Robertson 2007); El incremento de la fertilización antropogénica con productos a base 
de amoniaco y la combustión de carburantes fósiles han provocado el aumento de 
nitrógeno fijado alterando dicho equilibrio; conllevando a la emisión de óxidos de 
nitrógeno (Klotz and Stein 2008) y a la contaminación de aguas subterráneas por 
lixiviación de los nitratos de los campos. (Hayatsu et al 2008). 
 
La fijación biológica conocida como el proceso por el cual ciertos procariotas reducen el 
nitrógeno atmosférico hasta amonio, es dado gracias a la acción de un complejo 
enzimático conformado principalmente por nitrogenasas, que facilitan el rompimiento del 
triple enlace del dinitrógeno (Klotz and Stein 2008). Se considera que este proceso 
contribuye globalmente con 180 millones de toneladas métricas de amonio por año, el 
80% de este amonio es aportado por asociaciones simbióticas y el resto por sistemas de 
vida libre o asociativa (Cerón 2012, Tilak K. V. B. R.  et al 2005). La importancia de la 
fijación biológica de nitrogeno, radica en que junto a la proteólisis son las dos únicas 
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formas de suministro de nitrógeno en suelos no fertilizados (Fuka et al 2008), debido a 
que el nitrogeno atmosférico no es asimilado por la planta, el abastecimiento de la fuente 
asimilable de nitrogeno es dado por la asociación de archaeas y bacterias a las raíces de 
las plantas; que al realizar el proceso de fijación proporcionan este indispensable 
bioelemento a los sistemas agrícolas (Franche et al 2008). 
 
Un segundo proceso involucrado en el ciclo del nitrógeno es la mineralización que es la 
transformación del N orgánico en N inorgánico, ya sea este en forma de NH4 + o NO3- 
(Nourbakhsh and Alinejadian 2009, Zeng et al 2012) esta etapa es considerada como el 
primer paso dentro del complejo procesos de la degradación de la materia orgánica, en el 
que intervienen una amplia variedad de microorganismos con actividades enzimáticas 
dispares y específicas para cada substrato orgánico (Pozuelo 1991). El proceso completo 
de mineralización está dado principalmente por dos pasos i) la aminización o ruptura de 
proteínas y ii) la amonificación o liberación de amonio a partir de aminas o aminoácidos 
procedentes de la fase anterior (Nourbakhsh, 2006) ambos, determinan la disponibilidad 
de nitrógeno en términos de energía, fuente de carbono para el crecimiento microbiano y 
la disponibilidad N para la síntesis tanto de proteínas como de ácidos nucleicos de 
microorganismos del ecosistema telúrico (Robertson and Groffman 2007). 
 
El paso por el cual el nitrógeno es asimilado para la obtención de energía o para formar 
parte de los componentes celulares es conocido como inmovilización o amonificacion 
(Robertson and Groffman 2007), Si bien el amonio y es la principal forma de nitrogeno  
asimilada por los microorganismos del suelo, este proceso se puede ver disminuido por  
la nitrificación; al ser el amonio también el compuesto de partida de dicha reacción 
(Burger and Jacckson 2003). 
 
La nitrificación definida como la oxidación biológica del amonio a nitrito, es un proceso 
llevado a cabo en dos fases que involucran diferentes especies de bacterias autótrofas; 
la primera es la oxidación de amonio a nitrito, catalizado por bacterias oxidantes del 
amonio (BOA) pertenecientes a la subclase Beta de las proteobacterias principalmente y 
a los géneros Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosovibrio and Nitrosólobus 
(Zeng et al 2012). La segunda fase es la oxidación de nitrito a nitrato catalizada por 
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bacterias oxidantes del nitrito (BON), este grupo de bacterias pertenecen a los géneros 
Nitrobacter, Nitrospira y Nitrococus (Zehr and Ward 2002).  
 
Las plantas pueden asimilar formas orgánicas de nitrogeno como amonio y nitrato y 
formas inorgánicas como urea, es importante resaltar que la asimilación de nitrato es un 
proceso complejo, ya que depende de sistemas de transporte que requieren de energía 
para importarlo al interior de la celular (Crawford 1995). El amonio por su parte también 
juega un papel importante como fuente asimilable de nitrogeno, al ser insumo para los 
procesos de amonificacion y nitrificación este se convierte en el motivo de competencia 
entre la planta y la población microbiana nitrificante; como consecuencia el crecimiento y 
la tasa de renovación de la biomasa microbiana influye en la disponibilidad de nitrógeno 
para la planta (Pozuelo, 1991).  
 
Como se dijo anteriormente el amonio y el nitrato además de ser formas de nitrógeno 
asimilables pueden llegar a ser acumuladas y provocar problemas de contaminación en 
suelos (Cavagnaro et al 2008) y aguas (Lam et al 2007), en este contexto es importante 
resaltar la actividad microbiana en la fase de oxidación anaeróbica de amonio y nitrato 
(ANAMMOX) proceso en el cual estos dos compuestos son oxidados a nitrógeno 
gaseoso en condiciones de anaerobiosis, la ventaja de esta reacción en relación a los 
procesos de desnitrificación es la baja demanda de oxígeno molecular y que este no 
requiere de un recurso externo de carbono, lo que lo ha convertido en una importante 
alternativa de remoción de nitrógeno en aguas residuales (Tsushima et al 2007). 
 
La desnitrificación es el proceso en el que el nitrógeno fijado es devuelto a la atmósfera, 
a través de reducción desasimilatoria de nitratos (NO3-) y nitritos (NO2-) en formas 
gaseosas como N2O y  N2, este proceso es realizado por microorganismos anaerobios 
facultativos que utilizan los compuestos iniciales de esta reacción como aceptores finales 
de electrones en remplazo de Oxigeno (van Rijn et al 2006), se conocen alrededor de 50 
géneros de bacterias desnitrificantes (Cerón 2012) la desnitrificación está dada  
principalmente por cuatro reacciones catalizadas por las enzimas: nitrato reductasa, 
nitrito reductasa, óxido nítrico reductasa, óxido nitroso reductasa (Klotz, 2008), si bien se 
expone que los procesos de desnitrificación son realizados por procariotas, Hayatsu et al 
2008 reporta la actividad desnitrificante de hongos miceliales pertenecientes a los filos 
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ascomicota y basidiomicota que contribuyen a los potenciales de desnitrificación aerobios 
y anaerobios en el suelo.  
 
1.4.1 Comunidades oxidantes del amonio. 
Las dos reacciones de oxidación dadas en el proceso de nitrificación son catalizadas por 
dos grupo exclusivos de microorganismos llamados oxidantes del amonio y oxidantes del 
nitrito (Lin et al 2009). Los primeros reportes sobre dichos microorganismos se enfocaron 
en la descripción de la estructura y distribución espacio-temporal de las Bacterias 
Oxidantes del Amonio (BOA) asociadas a diversos ambientes tales como mares (Zehr 
and Ward 2002) suelos (Innerebner et al 2006) sedimentos (Dollhopf et al 2005) y aguas 
subterráneas (Rogers and Casciotti 2010) estableciendo relaciones con las propiedades 
fisicoquímicas y biológicas del ambiente del que provienen, lo que permitió definir que los 
cambios estructurales de las BOA influenciados por condiciones de pH, salinidad, 
factores abióticos e intervención antropogénica, conllevan a un impacto directo en el 
medio ambiente.  
 
Un claro ejemplo de lo expuesto es citado para los ecosistemas edáficos por Nicol and 
Schleper en el 2006 en donde se resalta la contribución indirecta de estas comunidades 
a la emisión de gases de efecto invernadero como óxidos de nitrógeno, promoviendo la 
necesidad de conocer el impacto de estas comunidades en los diferentes ecosistemas 
(Nicol and Schleper 2006).  
 
Los quimiolitoautotrofos oxidantes del amonio participan activamente en el primer paso 
de la nitrificación que a su vez es dividido en dos reacciones; la oxidación del amonio a 
hidroxilamida (02 + NH3 + 2e-  NH2OH + H20), seguido de la oxidación de 
hidroxilamida a nitrito (NH2OH + H20   HNO2 + 4H+ + 4e-); la reacción inicial es 
catalizada por la enzima amonio monooxigenasa (AMO) (Bergmann 1994) una proteína 
integral de membrana conformada por tres sub-unidades cuyo papel radica en la 
incorporación de oxígeno molecular a la reacción (Krops, 2003) esta enzima es 
codificada por un operon multicopia (Klotz and Norton 1998, Norton et al 2002) que 
cuenta con dos marcos abiertos de lectura correspondientes a las tres subunidades 
AmoA, AmoB y la más recientemente descrita AmoC (Pommerening-Roser 2005) .  
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Estudios filogenéticos basados en el gen codificante del sitio activo de la enzima amonio 
monooxigenasa (AmoA) revelan que la secuencia de este gen es similar a la del gen que 
codifica para la enzima metano monooxigenasa PMOA proporcionando una fuerte 
evidencia de una relación evolutiva; estudios desarrollados por (Rotthauwe et al 1997) 
evidencian que pese a la alta similaridad de las secuencias de las dos enzimas, el gen de 
amoA es una herramienta eficaz para la diferenciación a fina escala de comunidades 
oxidantes del amonio, determinando este gen como un marcador funcional (Szukics et al 
2012).  
 
El estudio de comunidades oxidantes del amonio rastreadas con el gen marcador amoA 
en ambientes extremos y naturales, revelan la participación activa del domino archaea en 
la nitrificación, demostrando su actividad y dominancia numérica, así como su carácter 
ubicuo (Dodsworth et al 2011, Francis et al 2007, Treusch et al 2005); de igual manera el 
análisis de secuencias del gen 16 s rRNA ha clarificado en mayor proporción el 
conocimiento acerca de la estructura de las comunidades oxidantes del amonio 
asociadas a ambientes extremos, terrestres y acuáticos (Nicol and Schleper 2006) 
confirmando la diversidad fisiológica del dominio archaea especialmente del fila 
Crenarchaeota (Barns 1996). Esta vía de estudio ha diversificado el conocimiento de la 
estructura de las archaeas en la oxidación del amonio incluyendo la participación de los 
fila Thaumarchaeota (Spang et al 2010) y Korarchaeota (Coleman et al 2012). 
 
La estructura de las comunidades oxidantes del amonio (archaeas y bacterias) varía bajo  
múltiples factores fisicoquímicos del ambiente, mostrando en la mayoría de casos 
tendencias de abundancia y riqueza diferentes entre dichos dominios. Estudios 
desarrollados por (Caffrey et al 2007) confirman la variación de dichas comunidades al 
evaluar la abundancia en seis estuarios con condiciones de salinidad, temperatura, 
concentraciones de sulfuro y potencial de nitrificación diferentes, encontrando una mayor 
proporción de AOA en la mayoría de los casos; diferente a las BOA cuya población se 
encontró en menor proporción, otro ejemplo claro de dicha variación es el expuesto por 
(Nicol et al 2008) en donde tras someter un suelo a un gradiente de pH de un rango de 
(4.9 a 7.5) la evaluación de la abundancia de genes 16 s rRNA y amoA  mostraban que 
las AOA decrecían con el aumento del pH, en contraste con la abundancia BOA que 
aumentaba bajo las mismas condiciones de pH. Un sin número de estudios que 
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describen un comportamiento diferencial de los oxidantes del amonio ante estímulos 
ambientales, incentivan la necesidad de conocer de una forma más holística la dinámica 
que presentan las COA en suelos colombianos, así como la influencia que los estímulos 
propios de este ambiente puedan ejercer sobre ellas.  
 
No sólo los factores inherentes a los ecosistemas alteran la distribución de las 
comunidades oxidantes del amonio en los diferentes ambientes, para el caso de 
ecosistemas terrestres la intervención antropogénica por acciones como la labranza y la 
adición de amonio como proceso de fertilización, impactan de forma importante en la 
distribución y la actividad de tales comunidades, un claro ejemplo de esto es el estudio 
desarrollado por (Cavagnaro et al 2008) quienes realizaron medidas de BOA  por qPCR 
durante quince días después de la aplicación de sulfato de amonio ((NH4)2SO4) como 
fertilizante observando un aumento significativo en la abundancia de estas poblaciones 
una semana después de dichas aplicaciones. Resultados semejantes se obtuvieron 
luego de la aplicación de seis tratamientos de manejos orgánicos y convencionales en 
suelos a largo plazo, observando también el  incremento de la actividad nitrificante pos-
fertilización sin diferencias entre tipos de manejo. (Chu et al 2008)   
 
1.5  El cultivo de la papa criolla (Solanum  phureja) 
La papa se encuentra dentro de los cuarto cultivos más importantes en la economía 
global, la agricultura y la seguridad alimentaria del mundo después del trigo, el arroz y el 
maíz (Rodriguez 2009), de acuerdo a los reportes del Centro de Internacional de Papa 
CIP la tasa de crecimiento en la producción del cultivo de papa criolla (Solanum phureja) 
se ha acelerado especialmente en los continentes de Asia, África y América 
(http://www.cipotato.org). Se estima que la papa forma parte de la dieta de 2000 millones 
de consumidores en los países en vía de desarrollo. En Colombia alrededor de 90000 
familias se encuentran vinculadas con la explotación de este cultivo, que genera cerca de 
20 millones de jornales al año y unos 100000 empleos directos. 
 
En el país se siembran alrededor de 168.000 (ha) principalmente en los departamentos 
de Cundinamarca (38% de la producción), Boyacá  (28%), Nariño (7%) y Antioquia (9%) 
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y en otros departamentos 8%  como Valle, Cauca (Agenda papa -demandas de la 
cadena 2006, II taller hortalizas y papa C.I. Tibaitatá).    
 
Los cultivos de papa (Solanum phureja) se encuentran diseminados en climas fríos con 
temperaturas de 13º C y alturas de 2.000 m.s.n.m., hasta alcanzar zonas de páramo con 
alturas cercanas a los 3.500 m.s.n.m. y temperaturas de 8º C. Geográficamente, las 
unidades de producción están dispersas en las regiones frías de la zona Andina. 
Respecto a la papa criolla, no se debe fertilizar por encima de los 600 kg/ha de 
fertilizante compuesto de grado 1:3:1, cifra que representa la concentración media 
recomendada para papas de año (tetraploide), cantidades mayores ocasionan un 
crecimiento vegetativo exuberante y la reducción en la producción de tubérculos.  
 
En el trabajo desarrollado por (Tamayo et al 2006) encontraron incrementos en el 
rendimiento de producción utilizando una dosis de aplicación en: nitrógeno (150 kg/ha), 
fósforo (300 kg/ha), potasio (150 kg/ha) y fertilizante orgánico 3000 kg/ha. En 
Cundinamarca, el 94% del área sembrada se encuentra entre los 2.500 y 3.500 m.s.n.m., 
alrededor del 75% del área cultivada con papa en el país se encuentra en zonas de 
topografía quebrada y ondulada, con pendientes superiores al 25% que dificultan 
adelantar labores con cualquier tipo de mecanización (Espinal et al 2006).   
 
La papa criolla representa un 10% de total de la producción de papa en el país, y 
representa un potencial de exportación a Europa y Japón (ProExport, 2004), ya que 
posee cualidades como un 25% más de proteína que la papa “de año” (Solanum 
tuberosum), precursores de vitamina A y existen accesiones con resistencia al tizón 
tardío (Phytophthora infestáns) entre otras características, sus costos de producción son 
menores, y tiene mayor posibilidad de rotación en sus campos de cultivo. Sin embargo, el 
mercado colombiano no está en capacidad de responder a las demandas del mercado 
dado que no cumple con todos los requerimientos fitosanitarios y de seguridad en 
alimentos, además Colombia presenta menores rendimientos frente a países 
competidores Brasil, Argentina, Chile y México, por razones como: deficiencia en el uso 
de semilla de buena calidad, la alta incidencia de enfermedades y plagas, malas 
prácticas de cultivo y en los tratamientos pos cosecha, el incremento de los costos 
sustentado principalmente en los precios de los fertilizantes y plaguicidas su uso  
inadecuado entre otros factores. 
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En países en desarrollo, la producción se enfrenta a problemas fitosanitarios que han 
desencadenado el uso de grandes cantidades de plaguicidas frente a la necesidad de 
mantener la producción de alimentos. EL MANEJO ORGÁNICO se presenta como 
alternativa para el cultivo de papa, ha manifestado tener un gran potencial para su 
producción (León et al 2000) en conjunto con la implementación de buenas practica 
agrícolas dentro del Programa PAPA CRIOLLA (Apuesta Exportadora) Y PRECOCIDA Y 
CONGELADA de la Agenda de la Papa.  
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CAPÍTULO 2 
2. Metodología 
Con el propósito de comparar la presencia y los niveles de transcripción del gen amoA de 
comunidades microbianas edáficas durante un ciclo de papa criolla (Solanum phureja) 
con  manejo orgánico, se propuso la  metodología que se muestra en la figura 2.1. 
 
Figura 2-1.  Diagrama Metodología general. 
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Las muestras utilizadas para este estudió fueron obtenidas bajo el marco de la tesis 
doctoral titulada: Caracterización de actividad microbiana edáfica responsable de la 
dinámica del nitrógeno y fósforo en cultivos orgánicos y convencionales de papa criolla 
(Solanum phureja) desarrollada dentro del  proyecto “Estudio de microorganismos y 
metabolismo edáfico para contribuir al diagnóstico de calidad de suelos en cultivos de 
papa criolla” ejecutado por las instituciones de: Corpogen, Corporación para 
Investigaciones Biológicas, Universidad Nacional y Universidad de los Andes bajo la  
financiación del Ministerio de agricultura y desarrollo rural (MADR). 
 
2.1 Lugar de estudio y toma de muestra 
El presente estudio se realizó en suelos de un cultivo papa criolla (Solanum phureja) 
procedente de la finca Gabeno, localizada en el departamento de Cundinamarca 
municipio Tenjo, coordenadas de 4° 50’ 36.82” Norte, 74° 08’ 07.99” Oeste (Figura 2.2). 
Esta finca se caracteriza por sus buenas prácticas agrícolas que incluye: un historial de 
manejo orgánico certificado de 20 años. Una vez escogido el sitio de trabajo se realizó un 
seguimiento del ciclo del cultivo determinando los tiempos de toma de muestras para 
cada uno de las estados fenológicos emergencia aporque y floración (Figura 2.3). las 
muestras fueron tomadas al azar de suelo rizosférico de 3 plantas de papa para cada uno 
de los tres estados de desarrollo del cultivo, cada muestra fue tomada con espátula 
estéril, almacenada en bolsas de cierre hermético y congeladas en N2 líquido 
inmediatamente, con el fin de mantener la muestra preservada.  
 
Para la fase de muestreo de los suelos en mención, se tomaron las precauciones 
necesarias para mantener la integridad  de los ácidos nucleicos usando material libre de 
RNAsas y DNAsas,  así como todos los elementos de protección durante el desarrollo del 
muestreo, La muestras recolectadas fueron transportadas al laboratorio y procesadas 
durante las siguientes 36 h, priorizando el proceso de extracción de RNA por su rápida 
degradación.  
Adicionalmente se tomaron muestras de los suelos de soporte, para obtener las medidas 
de los parámetros fisicoquímicos, los análisis fueron realizados para los tres estados de 
desarrollo del cultivo y solicitados al laboratorio de Suelos de la Facultad de Agronomía 
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de la Universidad Nacional en donde se tomaron medidas de pH por valoración 
potenciométrica, nitrógeno total mediante el método de semi-micro Kjeldahl y de amonio 
y nitrato por extracción con KCl 2N, destilación con MgO y aleación de Devarda 
respectivamente.  
 
 
Figura 2-2: Mapa municipio de Tenjo, Obtenido de la página nuestro municipio Tenjo 
(http://tenjo-cundinamarca.gov.co). 
 
 
 
Diseño del muestreo: Se tomaron seis muestras de suelos rizosférico de las plantas de 
papa criolla, haciendo un barrido del terreno en zigzag con pendiente homogénea, en 
tres estados fenológicos como son: 1. Emergencia; aparición de los brotes del cultivo 
sobre la superficie del suelo.  2. Aporque; se cubre los tallos con suelo para protegerlos y 
permitir el futuro desarrollo de los tubérculos.  3. Floración-tuberización; inicio de la 
formación de tallos de almacenamiento (tubérculos).  Los estados fenológicos se 
escogieron con base en los esquemas de fertilización (Fedepapa, 2004) que se usan 
para cubrir los requerimientos nutricionales de los cultivos de papa, tanto en manejo 
orgánico (figura 2.3).  
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De las seis muestras de suelo se extrajo por separado DNA y RNA, se reunieron dos  
extracciones para realizar una muestra compuesta correspondiente a 1gr de suelo, de 
modo que se tendrán tres muestras compuestas para cada ácido nucleíco, en cada lugar 
y tiempo de muestreo. 
 
 
Figura 2-3: Estadíos fenológicos Solanum phureja tomada de la presentación comité 
tutorial de Laura Emilia Cerón R. 
 
 
 
 
 
2.2 Extracción de DNA. 
En este trabajo se empleo el kit POWER SOIL® de (Epicentre),  al que se adecuaron  
fases de lisis y purificación publicadas previamente por (Chen et al 2008) para asegurar 
no sólo la calidad del DNA sino la eficiencia de la lisis de la mayoría de microorganismos 
presentes en la muestras. Posterior al procedimiento de extracción, el DNA de los suelos 
fue solubilizado y cuantificado  mediante fluorometría usando el equipo Qubit® de 
Invitrogen y el kit Quant-iT TM dsDNA HS Assay. 
 
2.3 Extracción de RNA. 
El RNA fue extraído a partir de 0.5 gr (peso seco) de muestras  edáficas de la finca bajo 
estudio, para esto se usó el kit ya nombrado al que se adecuaron fases de lisis y 
purificación publicadas por (Chen et al 2008), posteriormente se llevó a cabo la 
Emergencia 
(20 Días)
Aporque   
(50 Días) 
Floración  
(90 Días) 
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extracción orgánica con cloroformo alcohol isoamílico y la precipitación con isopropanol. 
Los rendimientos del procedimiento de extracción de RNA fueron determinados por 
fluorometría usando el equipo Qubit®  de Invitrogen y el kit Quant-iT TM RNA BR Assay. 
 
Una vez cuantificado el RNA, se procedió a realizar el tratamiento con la enzima DNAsa 
I®  (EPICENTRE®) adicionando 1 μL de Buffer de DNasa y 1 μL de la enzima, incubando 
durante 2 min a 37°C seguido de un proceso de inactivación de 5 min a 65°C.  
Posteriormente se realizó un proceso de purificación con el fin de disminuir la 
concentración de contaminantes e inhibidores en las muestras, este último paso se 
realizó con el  kit RNeasy  MinElute Clean-up®  QIAGEN siguiendo las recomendaciones 
del fabricante finalmente el RNA purificado fue solubilizado en 10µL de H2O libre de 
RNAsas. 
 
2.4 Síntesis de primera cadena de cDNA. 
Para el monitoreo de los niveles de transcripción del gen amoA,  se sintetizó el cDNA a 
partir del RNA total extraído y purificado en fases anteriores, el proceso se llevó a punto 
en dos fases I) El anillamiento de oligonucleótidos (primers) aleatorios al RNA y II) la 
reacción de síntesis de primera cadena de cDNA. La primera fase se llevo a cabo 
utilizando 1 µL de nonámeros al azar (cebadores cortos de 9 nucleótidos) llevando la 
reacción a un volumen final de 12.5µL con H2O libre de RNAsas; la hibridación de los 
nonámeros se realizo a una temperatura de 65°C durante 2 min, seguido de una reacción 
de enfriamiento de 1 min y un spin de 10 seg. Posteriormente se procedió a realizar la 
síntesis de primera cadena para lo que se uso el kit de transcriptasa reversa MMLV High 
performance EPICENTRE® llevando la reacción a un volumen final de 7.5µL que 
contenía 2µL de buffer 10X, 2 µL de DTT al 100mM, 2 µL de dNTPs (10mM cada uno) 1 
µL de transcriptasa reversa (50 U/μl) y 0,5 µL de inhibidor de RNAsa (40 U/μl) para dar 
inicio a la reacción se sometió a  una temperatura de 37°C durante 60 min, y para 
finalizarla se expusó a 85°C durante 5 min; una vez terminada esta reacción se procedió 
a cuantificar los cDNAs por fluorometría con el kit Quant-iT TM  ssDNA Assay y 
finalmente se realizaron las diluciones pertinentes.  
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2.5 Selección  y diseño de primers. 
De acuerdo a una revisión bibliográfica se seleccionaron cuatro conjuntos de primers que 
flanquean la secuencia del gen amoA, usados en trabajos previos para la determinación 
de la abundancia de Archaeas y Bacterias Oxidantes del Amonio en suelos y ambientes 
similares; se decidió trabajar con los primers reportados por (Rotthauwe et al 1997), 
(Okano et al 2004) para BOA y (Francis et al 2007) y (Treusch et al 2005) para AOA 
(Tabla 2-1).Las secuencias internas de los constructos corresponden con la secuencia 
real del gen AmoA para el constructo 1 y de una secuencia de nucleótidos al azar  para el 
constructo 2. 
 
2.6 Elaboración de Constructos: 
Para la elaboración de los constructos, se diseñaron dos genes artificiales con la 
secuencia del gen de la enzima amonio monooxigenasa, a la que se le insertaron las 
secuencias complementarias a los sitios de anillamiento de los juegos de primers 
escogidos para este estudio. Para el constructo 1 se insertaron las secuencias 
complementarias a los sitios flanqueantes correspondientes a los primers (Rotthauwe et 
al 1997) y (Francis et al 2007) y para el constructo 2, los reportados por (Okano et al 
2004) y (Treusch et al 2005).  
 
Con el fin de evitar amplificaciones inespecíficas se confirmó que existiera un lugar único 
de anillamiento para cada primers en la secuencia del constructo diseñada, usando el 
programa LALIGN (http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html), una vez 
revisado se envió a Life Technologies para síntesis; el número de copias del constructo 
fue determinado con la siguiente fórmula: 
Ecuación 2-1 
 
# ݀݁ ܿ݋݌݅ܽݏ ݀݁ ݀ݏ ܦܰܣ ൌ    ሺܥܽ݊ݐ݅݀ܽ݀ ݀݁ ݀ݏ ܦܰܣሻሺ6.022 ݔ 10
ଶଷሻ
# ݌ܾ ሺ1ݔ10ଷሻሺ660ሻ  
 
De esta forma se obtuvo un estándar de número de copias del gen para realizar la curva 
de cuantificación para el qPCR cuantitativo. 
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2.7 Determinación de temperaturas de anillamiento de 
los primers. 
Con el fin de estándarizar las reacciones de qPCR para ambos grupos microbianos que 
conforman las COA (Bacterias y Archaeas Oxidantes de Amonio), se inició determinando 
la temperatura óptima de anillamiento para cada juego primers mediante PCR 
convencional. Considerando que para el conjunto de primers utilizados para la evaluación 
de BOA se reportan temperaturas de anillamiento entre 53°C y 61°C, la temperatura de 
anillamiento se determinó con la aplicación de un gradiente de temperatura 
implementando el protocolo de amplificación reportado por (Chen et al 2009) empleando 
muestras de DNA total de suelo; los resultado fueron corridos en un gel de agarosa al 
2%. 
 
Los oligonucleótidos reportados para el estudio de grupo AOA se reporta en la mayoría 
de los casos temperaturas de anillamiento entre 53 y 55°C, por ello se aplicó la 
temperatura media reportada 54°C, siguiendo el protocolo reportado por (Shen et al 
2008) posteriormente se confirmó el tamaño de la banda por electroforesis en gel de 
agarosa al 2%. 
 
2.8 Análisis de qPCR Cuantitativo para genes  y 
transcriptos. 
Seguido de la extracción y la cuantificación de los rendimientos de DNA y cDNA 
obtenidos, las muestras fueron diluidas a 10 ng/µl para realizar la cuantificación de la 
presencia del gen de amoA por qPCR usando un volumen de muestra de 2 µl es decir 20 
ng de muestra. El número de copias de los genes de amoA de archaeas y Bacterias fue 
determinado por triplicado para cada muestra compuesta, usando el equipo de qPCR en 
tiempo real LightCycler® 480 (Roche), la cuantificación fue basada en la detección de la 
amplificación usando el (Hai et al 2009) a un volumen final de reacción de  10µL , que 
adicional al DNA plantilla contenía: 0.25µL de cada primers a concentración de 20µM y 
BSA (Albumina Sérica Bobina) a 0.2mgml−1 (Hussain et al 2011, Liu et al 2011, Nakaya et 
al 2009, Nicol et al 2008, Stopnisek et al 2010).  
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Con fines de confirmar especificidad de la reacción se realizó un análisis inicial de curva 
de disociación “melting curve” en todas las reacciones, posteriormente se procedió a 
realizar el análisis de cuantificación absoluta por el método  fit point  por qPCR, basado 
en la comparación  de los valores de Ct (threshold cycle) de las muestras con los valores 
Ct de la curva de calibración, con referencia a un número conocido de copias del gen en 
estudio en las poblaciones evaluadas mediante una regresión lineal (Bustin 2000). 
 
2.9 Estrategias para la optimización de qPCR. 
Para optimizar la eficiencia de la amplificación por qPCR se evaluaron estrategias de 
mitigación de formación de dímeros de primers y dilución de inhibidores de PCR en las 
muestras descritas a continuación. 
 
2.10 Dimerización de primer. 
Para mitigar las amplificación de dímeros de primers se implementaron concentraciones 
de primers de 0.5 µM, 0.2 µM y 0.17 µM (Cavagnaro et al 2007) en la reacción de qPCR, 
con y sin la adición de DMSO según los reportado por (Szukics et al 2012). También se 
realizaron modificaciones en el ciclo de amplificación aumentando la temperatura de 
adquisición de la señal de fluorescencia, con el fin de evitar interferencias por la 
formación de dichas estructuras. Los resultados del efecto de los ensayos en la 
formación de dímeros fueron evaluados con el análisis de curvas de disociación. 
 
2.11 Inhibidores de la PCR. 
Para evaluar los efectos de los inhibidores de la PCR en las muestras de suelo, se 
implementaron dos estrategias: la primera fue la evaluación de la amplificación utilizando 
como plantilla diluciones seriadas de 1/10, 1/20 y 1/100 de los ácidos nucleicos extraídos, 
la segunda estrategia está relacionada con la adición  de BSA (Albumina Sérica Bobina) 
a 0.2mgml−1  (Hynes and Germida 2012, Szukics et al 2012, Zeng et al 2012).  
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2.12 Elaboración de la curva de calibración. 
La curva estándar fue generada con diluciones seriadas del constructo a partir de  101 a 
108 copias del gen amoA para bacteria (Wei et al 2011) y de 101 hasta 106 para archaeas 
(Ollivier et al 2010, Rogers and Casciotti 2010), cada reacción contenía 5 µL de 
LightCycler® 480 SYBR Green Máster I y 0,25 µL de primers al 10mM para ambos casos 
para bacterias (Rotthauwe et al 1997) y para archaeas (Francis et al 2007), finalmente la 
reacción fue llevada a 12 µL volumen final con H2O y  amplificadas bajo las condiciones 
de termociclaje expuestas en la tabla 2-1  descritas para cada juego de primers,  
 
Las condiciones de ciclaje para todos los ensayos de qPCR son resumidas en la tabla 2-
1 para cada juego de primers. 
 
Tabla 2-1: Información de los primers incluidos en los constructos para la determinación 
de abundancia COA. 
 
BOA 
Primers 
Forward 
GGGGTTTCTACTGGTGGT 
491bp
Denaturación inicial 95°C 10 
min, seguido de 50 ciclos de 
95°C por 10 seg,60°C por 30 
seg, 72°C por  30 seg 
cuantificación. 
Rotthauwe 
et al. (1997) Primers 
Reverse 
CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 
Primers 
Forward 
GGHGACTGGGAYTTCTGG 
670bp
Denaturación inicial 95°C 3 
min, seguido de 35 ciclos de 
95°C por 60 seg,55°C por 60 
seg, 72°C por  45 seg . (PCR 
convencional) 
Okano et al. 
(2004) Primers 
Reverse 
CCTCKGSAAAGCCTTCTTC 
AOA 
Primers 
Forward 
GGWGTKCCRGGRACWGCMAC 
70bp 
Denaturación inicial 95°C  150 
seg, seguido de 45 ciclos de 
95°C por 15 seg,50°C por 40 
seg, 72°C por  15 seg .(PCR 
convencional) 
Treusch et al 
(2005) Primers 
Reverse 
CRATGAAGTCRTAHGGRTADC 
Primers 
Forward 
STAATGGTCTGGCTTAGACG 
635 
Denaturación inicial 95°C 10 
min, seguido de 50 ciclos de 
95°C por 15 seg, 54°C por 15 
seg, 72°C por  30 seg 
cuantificación. 
Francis., et 
al (2005) Primers 
Reverse 
GCGGCCATCCATCTGTATGT 
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2.13 Análisis Bioinformáticos: 
Para las mismas muestras utilizadas en los análisis de abundancia de transcriptos del 
gen amoA por qPCR, se realizó un proceso de secuenciación por la tecnología ILUMINA-
SOLEXA, esta información fue utilizada para comprobar la existencia de transcritos del 
gen amoA en las muestras, para ello se realizó un análisis de comparación por 
homología entre las lecturas obtenidas en el servicio de secuenciación con secuencias 
de referencia mediante el uso del algoritmo de comparación BLAST, que ha sido 
ampliamente usado en estudios de asignación en metagenómas y metatranscriptómas;  
este análisis requirió la elaboración de una base de datos de referencia con las  
secuencias codificantes del gen de amoA dentro de las que se incluyeron las secuencias 
reportadas para archaeas de los fila Crenarchaeota y  Thaumarchaeota cuya actividad en 
el proceso de oxidación del amonio ha sido ampliamente descrita en ecosistemas 
terrestres (Barns 1996, Nicol and Schleper 2006, Ochsenreiter et al 2003, Spang et al 
2010, Treusch et al 2005) y las secuencias de las β-proteobacterias a la que pertenecen 
los grupos Nitrosomona spp. y Nitrosospira spp. objeto de varios estudios en suelos 
(Hynes and Germida 2012, Rotthauwe et al 1997) estas  secuencias fueron recolectadas 
desde la base de datos UniProt (http://www.uniprot.org/).  
 
Las librerías obtenidas de los metatranscriptomas de los tres diferentes estados 
(emergencia, aporque y floración), se sometieron a un procedimiento de limpieza inicial, 
el cual consistió en eliminar las secuencias de baja calidad y la presencia de 
homopolímeros, así como las secuencias correspondientes a los adaptadores empleados 
para los procedimientos de secuenciación y los empleados en la metodología de 
obtención de cDNA. Para realizar estos procedimientos, se emplearon scripts realizados 
bajo el lenguaje de programación perl.  
 
Realizados los procedimientos de limpieza se obtuvieron los nuevos paquetes de 
secuencia, a los que se les hizó la limpieza de las secuencias correspondiente a DNA 
ribosomal, para este procedimiento se empleo la herramienta informática de RiboPicker, 
con los parámetros estándares y empleando la base de datos no redundantes de rRNA 
( ftp://edwards.sdsu.edu:7009/ribopicker/db/) que contiene secuencias de rRNA 16S, 
18S, 23S, 28S, 5S y 5.8S de las diferentes bases de secuencias ribosomales existentes 
compiladas en un sólo aplicativo. Después del proceso de limpieza y eliminación de 
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secuencias ribosomales  se llevó a cabo la comparación por homología,  seleccionando 
aquellas secuencias que tuvieran un bitscore >50, asegurando la correcta asignación de 
lecturas. Para efectos de comparación se llevó a cabo un proceso de normalización de 
los resultados utilizando el método de normalización por escalamiento usando el tamaño 
de las librerías (Robinson and Oshlack 2010). 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
Capítulo 3. 
CUANTIFICACIÓN DE LA PRESENCIA DEL GEN 
amoA EN LOS SUELOS BAJO ESTUDIO. 
Capítulo 4. 
MONITOREO DE TRANSCRIPTOS DEL GEN amoA, 
EN LOS SUELOS BAJO ESTUDIO 
Capítulo 5. 
CORRELACIÓN DE RESULTADOS DE PRESENCIA 
DEL GEN amoA Y SUS TRANSCRITOS EN LAS 
MUESTRAS BAJO ESTUDIO.
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CAPÍTULO 3 
3. Cuantificación de la presencia del gen amoA en 
los suelos bajo estudio.  
3.1 Extracción de DNA. 
 
Las concentraciones de DNA obtenidos a partir de las muestras bajo estudio se exponen 
en la (Tabla 3-1). 
 
Tabla 3-1: Promedio de las concentraciones de DNA (ng/µl) obtenidas de las muestras 
de suelo. 
 
ID Muestras  DNA
Orgánico Aporque 1 (OA1) 29.9 
Orgánico Aporque 2 (OA2) 36.8 
Orgánico Emergencia 1 (OE1) 20.9 
Orgánico Emergencia 2 (OE2) 27.6 
Orgánico Floración 1 (OF1) 53.0 
Orgánico Floración 2 (OF2) 56.0 
Orgánico Floración 3 (OF3) 68.5 
 
*La totalidad de las muestras se llevaron a una concentración final de 10 ng/µl , utilizando 2µl  de volumen 
(20 ng/µl) como templete de la qPCR. 
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3.2 Selección y diseño de primers: 
Tras la revisión bibliográfica relacionada con el estudio de comunidades oxidantes del 
amonio en diferentes ambientes, se encontró que los marcadores más utilizados para la 
evaluación de la estructura de dichas comunidades son: el gen que codifica para la 
subunidad pequeña del ribosoma 16 S rDNA y el gen que codifica para la subunidad A de 
la enzima amonio monooxigenasa,(Rotthauwe et al 1997) reportaron que el uso de 
primers que amplifican el gen 16 S rDNA pueden presentar problemas de “cruces 
reactivos” con integrantes de otros grupos filogenéticos y funcionales principalmente en 
muestras ambientales por el  contenido de múltiples genomas microbianos, lo que 
aumenta el riesgo de generar un falso positivo; los mismos autores reportan la eficiencia 
del gen amoA para la detección y caracterización a fina escala de las poblaciones 
oxidantes del amonio asociadas a ambientes terrestres y acuáticos sin obtener falsos 
positivos denominándolo un marcador funcional útil para este tipo de estudios.  
 
Las parejas de primers seleccionados para la determinación de la abundancia del gen 
amoA fueron los reportados por (Rotthauwe et al1997) para BOA y  (Francis et al 2005) 
para AOA ya que son usados en un alto número de publicaciones para el análisis de 
comunidades oxidantes del amonio en aproximaciones similares a la de este trabajo. 
(Cavagnaro et al 2007, Chen et al 2008, Hynes and Germida 2012, Jung et al 2011, Nicol 
et al 2008, Rogers and Casciotti 2010, Shen et al 2008, Taylor et al 2010, Wang et al 
2009).  
 
3.3 Elaboración de constructos. 
Una vez seleccionados los primers para la cuantificación de la abundancia del gen amoA 
en las muestras de los suelos bajo estudio, se incluyeron los sitios complementarios de 
anillamiento en los dos constructos para la elaboración de la curva estándar como se 
indica en la metodología; la distribución de estos sitios es mostrada en las figuras 3-1 y 3-
2 para ambos constructos. En la determinación del número de copias por gen artificial se 
obtuvieron valores de 7 X1012 copias por µl  para constructo 1 y 3 X106  copias por µl para 
el constructo 2.  
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Figura 3-1: Gen artificial (constructo 1) resaltados en rojo los sitios de anillamiento de los 
primers de BOA reportados por Rotthauwe et al. (1997) y en verde los 
primers para AOA reportados por (Francis et al 2007)  
 
 
 
Figura 3-2: Gen artificial (constructo 2) resaltados en rojo los sitios de anillamiento de los 
primers de BOA reportados por (Okano et al 2004) y para AOA los reportados 
por (Francis et al 2007). 
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Las curvas de calibración fueron realizadas con el constructo 1 para las BOA y con el 
constructo 2 para AOA, teniendo en consideración que los primers para AOA presentes 
en el constructo 1 (Treusch et al 2005), presentaron dificultades en la estandarización de 
concentraciones de reactivos y protocolos de ciclaje por PCR convencional. 
 
3.4 Presencia del gen amoA por PCR Cuantitativo. 
3.4.1 Determinación Temperatura de anillamiento de los Primers. 
Tras la aplicación del gradiente de temperatura se observó que la banda de interés para 
las BOA (491 pb) amplificó a una temperatura de 60°C (Figura 3-1) esta temperatura fue 
usada para la estándarización de qPCR. 
 
Figura 3-3: Amplímero obtenido del gen amoA de BOA mediante la aplicación de PCR 
convencional con un gradiente de temperatura: carril 1 (61.5°C), carril 
2(61.0°C), carril 3 (60.0°C), carril 4 (58.2°C), carril 5 (56.0°C)  carril 6 
(54.3°C), carril 7 (53.1°C), carril 8 (52.5°C). Muestras de DNA de suelo. M 
marcador de peso hyper ladder IV. 
 
 
 
Los resultados en PCR convencional, usando los primers escogidos para AOA a una 
temperatura de anillamiento de 54°C, mostraron resultados positivos obteniendo la banda 
de interés en DNA de suelo (pozos 1 y 2) y en el gen artificial (pozo 3) como se muestra 
en orden consecutivo de los pozos del gel de agarosa al 2% en la figura 3-4. 
 
 
1000 
500 
400 
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Figura 3-4: Amplímero obtenido del gen amoA de AOA mediante la aplicación por PCR 
convencional con una temperatura de anillamiento de 54°C : carril 1 (DNA 
suelo IBUN 1), carril 2(DNA suelo IBUN2), carril 3 (constructo 2) M marcador 
de peso hyper ladder IV. 
 
 
 
3.5 Ensayos según bibliografía. 
 
Para desarrollar el análisis de cuantificación absoluta del gen amoA por qPCR, se partió 
de las condiciones metodológicas reportadas en la literatura, que fueron ensayadas para 
la determinación de la curva de cuantificación estándar y el monitoreo de las muestras, 
para ambas  se requirió de  un análisis previo de las temperaturas de disociación, con el 
fin de conocer el valor de la temperatura de fusión (Tm) del gen blanco y poder 
determinar posibles interferencias con  bandas artefacto o dímeros de primers. 
3.5.1 Obtención Curva estándar de cuantificación 
estandarización. 
 
Para monitorear mediante PCR cuantitativo la presencia del gen amoA en suelos bajo 
estudio, fue necesario obtener en primer lugar la curva de cuantificación estándar para 
cada grupo microbiano. 
 
En los resultados de la curva de disociación para cada grupo microbiano, se detectó la 
presencia de dímeros de primers. Para BOA se pudieron diferenciar dos picos: el primero 
correspondiente al amplímero de amoA con temperatura de disociación de 88.8°C, un 
1000 
700 
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segundo pico entre 83.5°C y 87.8°C correspondiente a dímeros de alto Tm (Powell et al 
2006) (figura 3-5). En la amplificación de los puntos de la curva de AOA (figura 3-6) se 
observa un patrón similar con tres picos; de 92°C para el gen en estudio, de 89°C y 84°C 
para dímeros de primers de alto y bajo Tm respectivamente.  
 
El valor de la eficiencia en una reacción de PCR, se relaciona con la óptima amplificación 
del gen blanco, de tal forma que por copia de DNA plantilla presente en la reacción, se 
produzcan dos copias en cada uno de los ciclos (eficiencia 2.0). Al realizar la regresión 
lineal de los valores de Ct para obtener cada curva de calibración, los resultados para 
BOA arrojan una eficiencia de 5.8, sobrepasando el valor optimó, lo cual indica que se 
están produciendo más de 2 copias de plantilla por ciclo de amplificación, evento 
atribuido a la amplificación de dímeros de primers según la bibliografía (Marni Brisson 
2000, Pinilla et al 2008) lo que impidió definir una curva estándar. Para el caso de AOA 
se obtuvo una eficiencia de 1.8 lo que permitió definir la curva estándar de calibración 
pese a la formación de dímeros.   
 
Figura 3-5: Análisis de melting curve, puntos curva estándar constructo 1 (BOA) 
amplificados con una concentración de primers de 1.0 µM 
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Figura 3-6: Análisis de melting curve, puntos curva estándar constructo 1 (AOA) 
amplificados con una concentración de primers de 1.0 µM 
 
 
 
3.5.2 Cuantificación de gen amoA en las muestras. 
Análogo al ensayo anterior los resultados para BOA de las muestras de suelo, presentan 
la formación de dímeros de alto Tm. El amplímero de interés fue detectado en los tres 
estados fenológicos de la planta a un rango de Tm entre 87 y 90°C. El punto de mayor 
fluorescencia se registro para el control positivo (figura 3-7 en verde), seguido por el de 
las muestras de floración (figura 3-7 en rojo). 
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Figura 3-7: Resultados del análisis de melting curve de  presencia (DNA) del gen amoA 
de BOA en las muestras de suelos bajo estudio. 
 
 
 
En cuanto a los resultados de cuantificación de AOA se observa el pico correspondiente 
al amplímero del gen amoA a un Tm de 90°C, el registro de fluorescencia es observado 
sólo para el control positivo (Figura 3-8 en rojo) sin observar fluorescencia en las 
muestras, lo que indica que no hay presencia del gen estudiado en estas (figura 3.8). 
 
 
Figura 3-8: Resultados del análisis de melting curve de  presencia (DNA) del gen amoA 
de AOA en las muestras de suelos bajo estudio. 
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El exceso de ruido por la presencia de dímeros de primers constante para todos los 
ensayos, puede ser explicado por el sistema de detección SYBR Green. Este  agente 
intercalante se une inespecíficamente al DNA bicentenario, lo que permite la codetección 
del blanco de la amplificación y los dímeros de primers o productos secundarios 
amplificados durante la PCR (Pinilla et al 2008, Smith and Osborn 2009). Resultados 
similares se han reportado en la detección de  genes específicos como es el caso del gen 
pmoA (Kolb et al 2003) usado para el rastreo de microorganismos metanótrofos y del gen 
(alkB) (Powell et al 2006) en muestras de suelo.  
 
Los resultados sugieren la ausencia de AOA, lo cual es contradictorio con lo reportado 
para COA en suelos (Lorenz and Lal 2009, Sharma et al 2007) y sedimentos (Francis et 
al 2005), en donde se describe que las AOA superan en número y actividad a las BOA. 
Este resultado llevó a pensar en una posible inhibición de la amplificación, por la 
presencia de inhibidores de la PCR en las muestras, tales como ácidos húmicos, fúlvicos, 
polifenoles y polisacáridos; ampliamente reportados para muestras edáficas (Carvalhais 
et al 2012, Hirsch et al 2010, Kakirde et al 2010) . 
3.6 Estrategias de Optimización. 
 
Con el ánimo de ajustar las condiciones óptimas para el cálculo de curva estándar de 
calibración, así como la obtención de los resultados de presencia y potencial de 
expresión en ambos grupos microbianos, se exploraron las estrategias de mitigación de  
formación de dímeros de primers y/o presencia de inhibidores de la PCR mencionados 
en la tabla 3-2.  
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Tabla 3-2: Resumen de todas las estrategias de mitigación de dímeros de primers y/o 
problemas de inhibición por contaminantes o concentración de DNA. 
 
 
DN cDN Curv DN cDN Curv
1.0 µM No No No No No No
0.5 µM No No No No No No
0.2 µM Si No No Si No No
0.17 µM No No Si No No Si 
Adición de facilitadores de 
PCR
DMSO
No No No No No No
Disminución de T° de 
denaturación No No No No No No
Aumento T° de adquisición No No No No No No
(1/5)  No No No No No No
(1/10)  No No No No No No
(1/20)  No No No No No No
(1/100)  No No No No No No
Adición de  Facilitadores 
de PCR BSA No No No No No No
5 ng No No No No No No
10ng Si No No No No No
20 ng No No No Si No No
50ng No No No Si No No
Estrategiás de Optimización qPCR
Inhibición de PCR 
por Contaminantes
Evaluación de  la 
Concentración de Muestra 
Inhibición de PCR 
por Concentración 
Muestra
BOA
Dilución de la Muestra
AOA
Modificación del protocolo 
de amplificacíon
Efecto a Mitigar
Actividades realizadas 
para contrarestar el 
efecto.
Condiciones.
Resultados favorables
Evaluación de  la 
Concentración de primers 
formación de 
dimeros de primers 
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3.6.1  Disminución de Dímeros de primers. 
 
 Concentración de primers. 
 
La evaluación de las diferentes concentraciones de primers (Tabla 3-9), demuestran que 
no hay un efecto de diminución de dímeros cuando se utiliza menor concentración de 
primers. Por el contrario, si hay disminución de la eficiencia de la amplificación del gen 
blanco; lo cual puede ser evidenciado en el análisis de curva de disociación para el caso 
de BOA (Figura 3-9), amplificadas con  concentraciones de primers de 10 y 20 µM. 
 
 
Figura 3-9: Competencia entre formación de dímeros de alto Tm con concentraciones de 
primers de 1.0 µM (línea morada) y 0.5 µM (línea verde). 
 
 
 
 Adición de Facilitadores  de la PCR. 
 
La implementación de aditivos de la PCR como el  DMSO, ha sido ampliamente 
reportada para mejorar la eficiencia de la amplificación del gen amoA con los primers 
usados en el presente estudio (Hussain et al 2011, Liu et al 2011, Nakaya et al 2009, 
Nicol et al 2008, Stopnisek et al 2010, Szukics et al 2012). Nuestros resultados 
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demuestran que el uso de estas sustancias no atenuó el efecto de formación dímeros de 
primers en ningún caso (tabla 3-2). 
 
Los resultados en la amplificación del gen amoA en qPCR,  hacen evidente un fenómeno 
de competencia entre la eficiencia de la amplificación del gen blanco y la formación de 
dímeros primers; observando que en las concentraciones inferiores de 7 X104 del 
constructo (DNA de referencia) se genera la inhibición total de la amplificación del gen 
amoA, lo que afecta de forma considerable la detección del gen blanco, aun cuando se 
utilizó menor concentración de primers. 
 
El fenómeno de competencia es descrito por autores como (Kubista et al 2006) y 
(Grunenwald 2003), sustentando que la formación de dímeros de primers compiten con la 
amplificación del fragmento blanco reduciendo la eficiencia de la amplificación como es 
característico en este trabajo, principalmente para las concentraciones de primers 
inferiores a 1.0 µM. No obstante es importante mencionar que el uso de menor 
concentración de primers mitiga la formación de dímeros de bajo Tm, lo cual reduciría  la 
sobreestimación de la abundancia del gen blanco siempre y cuando los dímeros de alto 
Tm no fueran tan conspicuos (Smith and Osborn 2009). 
 Optimización del protocolo de PCR. 
 
Luego de la aplicación de las estrategias de mitigación de formación y/o amplificación de 
dímeros de primers sin resultados favorables, se decidió aplicar deferentes 
modificaciones en el ciclo de amplificación de la PCR, con el fin de impedir la 
cuantificación de los dímeros formados durante las fases iniciales de amplificación. De 
acuerdo a lo reportado quienes describen que la adquisición de la fluorescencia justo por 
debajo del punto de fusión del producto de amplificación específico pero sobre el punto 
de fusión de los dímeros asegura en cierta medida la cuantificación específica de la 
señal. 
 
Como alternativa de control para evitar  la cuantificación de dímeros de primers, se 
ensayo la modificación de la temperatura en la fase de elongación y/o adquisición de la 
señal del ciclo de amplificación, nuestros resultados revelan que al aplicar cualquier 
Evaluación de comunidades microbianas edáficas oxidantes del amonio. 
 
modificación  no hubo  amplificación del gen de interés en las muestras ni en el control 
(Tabla 3-2).  
 
 Inhibición por contaminantes. 
 
La implementación de BSA como aditivo de la PCR y la dilución seriada de muestras de 
ácidos nucleicos, han sido las dos estrategias más utilizadas para el control de 
inhibidores de la PCR en el rastreo de COA de suelos (Hussain et al 2011, Liu et al 2011, 
Nakaya et al 2009, Nicol et al 2008, Stopnisek et al 2010, Szukics et al 2012). Los 
resultados tras la aplicación de ambas estrategias en el rastreo de COA en los suelos 
bajo estudio, muestran el mismo patrón de formación de primers y de ausencia del 
amplímero del gen amoA  (tabla 3-2). 
 
La implementación de las estrategias descritas para la optimización de la qPCR en las 
muestras y en la curva, mostró que ninguno de los efectos que causaron interferencia en 
la cuantificación del gen amoA logró ser contrarrestado (Tabla 3-2). Sin embargo se 
continúo con el proceso de generación de la curva de cuantificación estándar y el de 
amplificación de las muestras con las condiciones que mostraron mejores resultados,<> 
para ambos casos como se describe a continuación.  
 
La curva de cuantificación estándar para BOA fue obtenida para los puntos de alto 
número de copias (1X106 - 1X1012) con una concentración de primers de 0.2 µM que 
presento la menor formación de dímeros, la eficiencia de la curva fue de 1.7 con un error 
de 0.3 (figura 3-10a), es preciso destacar que bajo las estrategias de disminución de 
concentración de primers se logró obtener la curva estándar, pero no se logró evitar la 
formación  de dímeros de primers de alto Tm, lo cual se ve reflejado en el análisis de la 
curva de disociación (figura3-10b), valores de eficiencia y error de regresión, que si bien 
son aptos para la cuantificación absoluta no son los óptimos. 
 
Figura 3-10: Resultados de Curva de cuantificación estándar obtenida con una 
concentración de primers de 0.2 µM a partir de puntos desde 7 X107 hasta 7 
X1012 para BOA b) Análisis de melting curve puntos de alto número de copias 
BOA. 
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En los resultados obtenidos para la curva estándar de cuantificación de AOA,  se observa 
una tendencia de competencia reducida en comparación a la de BOA. La curva de 
cuantificación para este grupo microbiano se obtuvo a una concentración de primers de 
0.2 µM como se describe en la metodología, tras la regresión lineal se logró obtener una 
curva con los valores dentro de los parámetros aceptables para efectuar las medidas de 
abundancia según lo descrito por QIAGEN en su guía de aplicaciones para Real-Time 
PCR Figura 3-11 (Marni Brisson 2000). 
 
Figura 3-11: resultados de Curva de cuantificación estándar obtenida con una 
concentración de Primers de 0.17 µM a partir de puntos desde 3 X106 hasta 3 
X101 para AOA. 
 
 
 
Si bien se logró detectar la presencia del gen amoA de BOA en todos los estados del 
ciclo de cultivo de papa criolla (Solanum phureja), la cuantificación no pudo ser realizada, 
debido a que las condiciones para obtener los resultados de abundancia en las muestras, 
difieren de forma importante a las utilizadas para obtener la curva de cuantificación 
estándar, obteniendo un valor de eficiencia diferente para cada caso.  Es bien conocido 
a. 
b.
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que para realizar un análisis de cuantificación absoluta es necesario que las condiciones 
para la obtención de la curva estándar sean las mismas utilizadas para la amplificación 
de las muestras (Kaltenboeck and Wang 2005, Pfaffl 2004, Pinilla et al 2008) lo que para 
este trabajo no pudo ser controlado, pues la concentración de primers utilizada para 
disminuir la formación de dímeros en la curva estándar, no fue la suficiente para la 
amplificación de  las muestras, por lo que se aumento para este último caso  detectando 
que  en la mayoría de los casos presentaron bajo número de copias. 
 
Dado que no se logró evitar la formación de dímeros de primers después de abordar las 
estrategias expuestas anteriormente (tabla 3-2 ) , se  realizó un análisis de la 
termodinámica de los primers utilizados para el monitoreo de BOA y AOA con la 
herramienta  OligoAnalyzer 3.1 de IDT (http://www.idtdna.com/Scitools/Scitools.aspx). 
Los resultados de dichos análisis revelan la formación de heterodímeros con una energía 
libre de gibs de -9.21 kcal/mol (figura 3-12) y -39 kcal/mol (Figura 3-13) para cada pareja 
de primers respectivamente, demostrando complementariedad entre los primers forward 
y reverse en ambos casos. La formación de homo-dímeros también es evidente para 
ambos conjuntos de primers con un número máximo de 4 hibridaciones.  
 
Los resultados de análisis de la termodinámica de los primers unidos a los experimentos 
de mitigación de formación de dímeros, sugieren que los primers usados no son 
adecuados para determinar la abundancia del gen amoA por qPCR en nuestras 
muestras, ya que no cumplen las características necesarias para llevar a punto la 
técnica, como se muestra en la Tabla 3-3 según lo propuesto en el manual kit 
LightCycler® 480 SYBR Green I Máster® Norma técnica No. LC 1/99 y en la guía para 
PCR en tiempo real realizada por SABiosciences en el año 2008 que resumen las 
directrices sistemáticas del diseño y validación de primers para PCR en tiempo real.  
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Tabla 3-3: Requerimientos de los primers para qPCR. 
 
CRITERIO 
Primers 
Rotthauwe 
(BOA) 
Primers 
Francis 
(AOA) 
Tm entre 60 y 68°C No cumple No cumple 
Estabilidad  del 
extremo 3 
No cumple No cumple 
tamaño del 
amplímero (5 y 
210pb) 
No cumple No cumple 
No Formación de h 
Homodímeros 
No cumple No cumple 
No Formación de 
Heterodímeros 
No cumple No cumple 
% de GC No cumple No cumple 
contenidos de GC 
similares 
No cumple No cumple 
 
 
Aunque no existe un mecanismo general para la formación de estructuras secundarias 
entre primers, (Vandesompele et al 2002) describe que la presencia de 
complementariedad en las secuencias de los cebadores orientada “cola a cola”, 
contribuye a la formación de estas, propiedad que presentan los primers utilizados para 
ambos grupos microbianos (figura 3-12 y 3.13), lo que puede generar uno de los 
inconvenientes a los que mayor sensibilidad presenta la técnica de qPCR los “eventos de 
desapareamiento de los primers durante el proceso de amplificación” (Berlec 2012).  
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Figura 3-12: Análisis termodinámico de primers reportados por Rotthauwe et al. 
(1997)Usados para determinar la abundancia de BOA en los suelos bajo 
estudio a.) Formación de horquillas primer forward b.) Formación de horquilla 
primer Reverse c.) Formación de homodímeros primers reverse d.) 
Formación de heterodímeros. 
 
 
 
Figura 3-13: Análisis termodinámico de primers reportados por Francis., et al (2005)  
Usados para determinar la abundancia de AOA en los suelos bajo estudio a.) 
Formación de horquillas primer forward b.) Formación de horquilla primer 
Reverse c.) Formación de homodímeros primers reverse d.) Formación de 
heterodímeros. 
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CAPÍTULO 4 
4. Monitoreo de transcriptos del gen amoA, 
en los suelos bajo estudio. 
4.1 Extracción de RNA. 
Los resultados del proceso de extracción de RNA y síntesis de DNA copia (cDNA) son 
mostrados en la tabla 4-1 encontrando buenos rendimientos para todas las muestras en 
ambos casos. 
 
Tabla 4-1: Requerimientos de los primers para qPCR. 
 
Promedio de las concentraciones de RNA (ng/µl)  y 
síntesis de cDNA obtenidas de las muestras de 
suelo. 
ID Muestras  RNA cDNA
Orgánico Aporque 1 (OA1) 273.5 140.0
Orgánico Aporque 2 (OA2) 364.0 194.0
Orgánico Aporque 3 (OA3) 269.5 152.0
Orgánico Emergencia 1 (OE1) 262.5 186.0
Orgánico Emergencia 2 (OE2) 414.5 88.7 
Orgánico Emergencia 3 (OE3) 313.5 133.0
Orgánico Floración 1 (OF1) 367.0 117.0
Orgánico Floración 2 (OF2) 314.5 172.0
Orgánico Floración 3 (OF3) 276.5 137.0
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4.2 Monitoreo de transcriptos del gen amoA por PCR 
Cuantitativo. 
 
En el monitoreo de transcritos del gen amoA  de comunidades oxidantes del amonio en 
los  suelos bajo estudio, no se logró detectar la expresión de los genes para ninguno de 
los dos grupos microbianos estudiados, de igual manera se observo el patrón de 
formación de dímeros de primers a una Tm de 85°C en la totalidad de las muestras, 
apareciendo este en mayor proporción para BOA (figura 4-1).  
 
Figura 4-1: Resultados del análisis de melting curve del potencial de expresión del gen 
amoA (cDNA) de AOA en las muestras de suelos bajo estudio. 
 
 
Como se nombró al inicio del capítulo anterior, las estrategias de reducción de dímeros 
de primers fueron ensayadas para los cDNAs de las muestras de suelo también con 
resultados desfavorables (Tabla 3-2). Con el fin de certificar que el procesamiento de 
extracción de RNA y síntesis de cDNA a partir de las muestras estudiadas había sido 
adecuado, se amplificó el gen que codifica la enzima nitrato reductasa; una proteína de 
unión a membrana responsable de la reducción de nitrato a nitrito dado en la 
desnitrificación, obteniendo resultados de fluorescencia en todas las muestras (Figura 4-
2) a una Tm aproximado de 87 para las muestras y de 89 para el control positivo. Con el 
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resultado previo se confirmó la calidad y eficiencia de los procesos de extracción de RNA 
y su retrotranscripción, garantizando que los resultados negativos de potencial de 
expresión del gen amoA no se deban a deficiencias relacionadas con la calidad de los 
ácidos nucleicos.  
 
Figura 4-2: Resultados del análisis de melting curve del potencial de expresión del gen 
NarG (cDNA) en las muestras de suelos bajo estudio. 
 
 
 
La formación de dímeros de alto y bajo Tm, afecta considerablemente la 
eficiencia de la amplificación e impide el análisis de cuantificación absoluta del 
gen amoA en las muestras de suelos de cultivos de papa criolla (Solanum 
phureja), así mismo el análisis de la termodinámica de los primers evidencio que 
estos no cumplen los criterios requeridos para un análisis óptimo con la 
tecnología empleada, lo que soporta los resultados desfavorables obtenidos en 
este trabajo, para la totalidad de casos en los que se implementaron estrategias 
de mitigación de formación de dímeros de primers. 
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Con el fin de obtener información y dar cumplimiento a parte de los objetivos de este 
trabajo, se realizaron análisis computacionales con secuencias procedentes de las 
muestras de suelo evaluadas por tiempo real, obteniendo los siguientes resultados. 
4.3 Análisis Bioinformáticos. 
 
En el proceso de comparación por homología se observaron diferencias de abundancia 
de lecturas del gen AmoA para AOA y BOA, encontrando que: para el estado de aporque 
se encontró mayor porporción de lecturas correspondientes a AOA que para BOA, con un 
número de lecturas de 43.7 y 1320 para cada grupo respectivamente, de forma contraria 
se observó que para el estado de floración, hay predominancia del número de lecturas 
pertenecientes a BOA sobre AOA con un número de 2646 y 2365 lecturas en el orden 
correspondiente. 
 
Asi mismo se identificó que el estado con mayor número de lecturas asignadas para 
ambos grupos microbianos fue el de floración, a diferencia del estado de emergencia en 
donde no hubo asignación de lecturas para ninguno de los dos grupos microbianos 
evaluados, como se observa figura 4-3. 
 
Figura 4-3: Distribución de lecturas asignadas por  homología de COA en un ciclo de 
cultivo de papa criolla (Solanum phureja) 
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Pese a que en el monitoreo de transcritos del estado de floración se encontro mayor 
numero de lecturas asignadas para BOA, los datos muestran que para AOA se asigno un 
numero similar de secuencias y que las diferencias numericas no son significativas. Estos 
resultados podrian indicar que las AOA tienen mejor actividad nitrificante que las BOA en 
los suelos evaluados. Lo anterior puede ser soportado por varios estudios que llegan a 
esta misma conclusion; uno de estos realizado por (Leininger et al 2006), en el que se 
evalua el potencial de expresión a traves de la abundancia de trancriptos en 12 suelos 
procedentes de tres zonas agroclimaticas, encontrando que las AOA tienen mayor 
actividad en los procesos de oxidación del amonio. De igual manera un estudio realizado 
por Wessen y colaboradores en el 2010 en suelos orgánicos con diferentes tratamientos 
de fertilización, muestran que las Archaeas presentan un mayor potencial de oxidación 
de amonio; una de las caracteristicas más relevantes de los suelos bajo estudió es su pH 
acido lo que también puede estar relacionado con el alto numero de lecturas asignadas 
para AOA, ya que se ha reportado que la actividad transcripcional de AOA es mayor que 
la de BOA en suelos con acidos (Lehtovirta et al 2009, Nicol et al 2008). 
 
La totalidad de lecturas asignadas en la comparación por homología pertenecen a 
comunidades oxidantes del amonio no cultivables para ambos grupos microbianos. Pese 
a no estar analizando la actividad de estas comunidades a traves del producto de la 
expresión del gen amoA, sino desde el monitoreo de sus transcritos, los resultados 
expuestos podrian indicar la participación mayoritaria de microorganismos no cultivables 
en esta primera fase de la nitrificación. Estos resultados también pueden explicar el 
hecho de no haber obtenido por qPCR el producto de amplificación del gen amoA de 
COA ya que los primers utilizados para este estudio fueron diseñados a partir de las 
secuencias del gen amoA encontradas en el Genbank para el 2005, que corresponden a 
microorganismos cultivables para los primers de archaeas (Francis et al 2005) y al gen 
codificante de la enzima AMO de Nitrosomonas europaea para bacterias (Rotthauwe et al 
1997).  
 
De acuerdo a los anterior se puede inferir que el empleo de estos primers podria incluir 
un sesgo en la determinación de la abundancia de COA en muestras ambientales, ya que 
pueden tener problemas en el ratreo de secuencias procedentes de microorganismos no 
cultivables, subestimando así la diversidad propia de la muestra (Malik et al 2008). En 
contribución a la idea explicada, el aumento de estudios en materia de 
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metatranscriptómica y metagenómica ha permitido conocer que la variabilidad de 
secuencias a nivel de género es alta (Hirsch et al 2010), este fenomeno ha sido 
reportado sustentando que la técnica de PCR usando primers consenso basados en 
microorganismos previamente caracterizados tienen poco o ningún valor en la detección 
de microorganismos nuevos (Mokili et al 2012). 
 
Con el fin de dar soporte a los resultados expuestos previamente, se realizó un analisis 
computacional para determinar el número de secuencias del gen AmoA rastreadas con 
los primers usados para la avaluación de ambos grupos microbianos; para ello se 
actualizó la base de datos obtenida UNIPROT a mayo del 2013 y se realizó un primers 
blast con cada primers de forma independiente como query, obteniendo los resultados 
expuestos en la tabla 4-2. 
 
Tabla 4-2: Resultados del Primer Blast.  
 
Número de lecturas rastreadas con Primers AOA y BOA 
ROTTHAUWE  FRANCIS 
NUMERO TOTAL  DE 
LECTURAS Forward  Reverse  Forward  Reverse 
374  246  482  500  10.100 
 
Los resultados del primers blast muestran que menos del 5% de secuencias de AmoA  
fueron rastreada con los primers utilizados para este estudio, los datos mostrados en la 
tabla 4-2 corresponden al numero de lecturas que presentaron emparejamientos 
idénticos de la totalidad de nucleotidos de la secuencia query, con una identidad entre 
90%-100%. Estos resultados son congruentes con lo reportado por Malik en el 2008, 
quien concluye que el empleo de primers podria incluir un sesgo en la valoración de 
genes marcadores en muestras ambientales, ya que pueden presentarse valoraciones 
erroneas al estar buscando genes especificos de  los diversos grupos taxonomicos que 
componen  un metagenoma  o metatranscriptoma, con una herramienta muy puntual ;  lo 
que hace que la técnica de PCR usando primers consenso basados en microorganismos 
previamente caracterizados tengan poco valor en el estudio de microorganismos 
asociados a ambientes (Malik et al 2008).  
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Es preciso resaltar que el rastreo de genes especificos a traves de PCR, es funcional en 
estudios compuestos por  diseños experimentales más dirigidos o enfocados hacia el 
grupo microbiano rastreado y que se realice el acompañamiento con otras tecnicas para 
poder corroborar los datos obtenidos en cada fase de la investigación 
4.4 Distribución de las lecturas asignadas a  AOA. 
 
La mayor actividad de las archaeas oxidantes del amonio se relaciono con la presencia 
del filo Crenarchaeota para el que se asignó el mayor número de lecturas en los estados 
de aporque y floración, por otro lado los transcritos  asignados al filo Thaumarchaeota 
están en menor proporción (figura 4-4).  
 
La implementación de estudios metagenómicos ha vislumbrado el panorama sobre la 
distribución de archaeas oxidantes del amonio, que si bien se conoce que son los más 
abundantes y activos en este proceso aun su distribución es poco conocida. Algunos 
grupos caracterizados como propios de ambientes marinos y ambientes extremos han 
sido encontrados también en ambientes terrestres especialmente el filo Crenarchaeota 
que ha sido asociado  a las raíces de las plantas, sugiriendo que estos microorganismos 
pueden jugar un papel importante en la ecología de la rizosfera (Chen et al 2008, 
Ochsenreiter et al 2003).  
 
Se considera que las archaeas son el grupo más dominante en la oxidación del amonio 
en suelos rizosféricos (Chen et al 2008) de bajo pH (Lehtovirta et al 2009, Nicol et al 
2008) y otras condiciones extremas demostrando su importante potencial adaptativo. 
Para el caso del filo Thaumarchaeota los reportes son menores, pero de igual manera 
este filo se encuentra asociado al proceso de nitrificación en suelos ácidos y con bajas 
concentraciones de amonio  (Li-Mei Zhanga 2010, Spang et al 2010).  
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Figura 4-4: Distribución de lecturas asignadas por  homología de AOA en un ciclo de 
cultivo de papa criolla (Solanum phureja). 
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CAPÍTULO 5 
 
5. Correlación de resultados de 
presencia del gen amoA y sus 
transcritos en las muestras bajo 
estudio. 
5.1 Análisis de parámetros fisicoquímicos  de los suelos 
bajo estudios. 
 
Los parámetros fisicoquímicos se resumen en la tabla 1. Algunas de las características 
importantes que muestran estos suelos son un pH ácido entre 5.3 y 5.6 lo cual es típico 
de los suelos de la sabana, también presentan un porcentaje de nitrógeno alto, las 
medidas de nitratos y amonio por su parte no varían a través de los estados fenológicos   
 
Tabla 5-1: Análisis fisicoquímicos de los suelos bajo estudio. 
 
  Emergencia Aporque Floración  
NH4+  (mg/Kg) 12.2 11.5 11.2 
NO3- (mg/Kg)  442 412 387 
pH 5.6 5.5 5.5 
NT %  1.6 1.5 1.6 
 
 
Dado que los resultados de abundancia no pudieron ser obtenidos serán discutidos los 
análisis de comparación por homología de los transcritos, en estos últimos se encontró 
que el mayor número de lecturas de COA fue asignado para el estadio de floración, 
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seguido de los estados de aporque y emergencia, lo cual puede ser explicado por lo 
expuesto por (Hai et al 2009), quien durante la cuantificación de los principales genes 
que dirigen el ciclo del nitrógeno microbiano, en rizosfera de cultivares de sorgo, plantea 
que en el estado de floración hay una aumento considerable en la producción de 
exudados radiculares, lo cual es favorable para el desarrollo microbiano. Este fenómeno 
es conocido como efecto rizosférico, definido como la influencia de los exudados 
radiculares  sobre el tamaño de la población microbiana en la rizósfera (Goncalves et al 
2009, Grayston and Campbell 1995) .   
 
En cuanto a la estructura de la comunidad microbiana, se observo que las AOA están 
mejor representadas que las BOA en el estado de aporque y de forma viceversa en el 
estado de floración, encontrando pequeñas diferencias en el número de lecturas 
asignadas para ambos grupos microbianos. Así mismo es evidente que el número de 
transcritos asignados en cada estado de desarrollo no se correlaciona con los análisis 
fisicoquímicos de los suelos bajo estudio, lo que sugiere que la distribución de las COA 
depende del estadio fenológico del cultivo.  
 
Los resultados de este trabajo son congruentes con  los reportes de (Franco Cavalcante 
et al 2012), quienes observan un efecto similar durante la evaluación del impacto de 
cultivares de Solanum tuberosum en las comunidades oxidantes del amonio, presentes 
en rizósfera y suelo compacto de dos campos experimentales diferentes, sin encontrar 
respuesta a los tipos y características fisicoquímicas de suelos. De forma congruente 
(Hai et al 2009) reporta a partir de  la cuantificación de la abundancia de genes claves del 
ciclo del nitrógeno en tres estados fenológicos del cultivo de sorgo, que la abundancia de 
los genes implicados en las etapas de fijación, la oxidación del amonio y la 
desnitrificación, se ve afectada por los estados de desarrollo de la planta, determinando 
que el desarrollo fenológico de las plantas, es un factor importante para la formación de 
la estructura de las comunidades microbianas asociadas a la rizósfera. 
 
En la evaluación de los parámetros fisicoquímicos de los suelos, se encontraron valores 
constantes de pH, nitratos y amonio en los tres estados fenológicos sin encontrar 
correlación alguna con los resultados de asignación por homología, en ninguno de los 
dos grupos microbianos. Diferentes autores exponen que el comportamiento 
microbiológico de los oxidantes del amonio es influido de forma variable por múltiples 
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factores medioambientales propios del suelo (Wessén et al 2010) tales como: pH 
(Lehtovirta et al 2009, Nicol et al 2008), tratamientos de fertilización (Wessén et al 2010) 
y concentración de nitratos y amonio (Szukics et al 2012) condiciones que han sido  
ampliamente estudiadas sin poder llegar a definir un comportamiento común ante dichos 
estímulos; lo que explica que la distribución y actividad de archaeas y bacterias en la 
oxidación del amonio es propia de cada suelo bajo la influencia de sus condiciones 
ambientales (Hai et al 2009). 
 
En relación a  los valores de abundancia de transcritos obtenidos en estudios citados a lo 
largo de este documento, se considera que los valores rastreados de transcritos de 
archaeas y bacteria  oxidantes del amonio son bajos,  lo que puede estar influenciado por 
los pH de los suelos bajo estudio que fueron ácidos, ya que se ha descrito que en suelos 
con estas características se aumenta la reducción de NH3 a NH4+ de forma exponencial 
generando la pérdida del NH3 difundido lo que incrementa el requerimiento energético de 
AOA y BOA para el transporte del NH4+ en el proceso de oxidación (Nicol et al 2008). 
Adicionalmente podemos explicar el hecho de haber encontrado mayor número de 
transcritos de archaeas que de bacterias implicados con esta actividad soportándonos en 
reportes que concluyen que las archaeas tienen mayor potencial de adaptabilidad que las 
bacterias (You et al 2009)  
 
Si bien en el estado de floración las BOA superan en número de lecturas asignadas a las 
AOA, las diferencias entre el número de lecturas asignadas para ambos grupos no son 
representativas adicionalmente, para el estado de aporque los datos muestran un mayor 
potencial de expresión del gen amoA de las AOA, lo que sugiere una contribución 
importante de este grupo en el proceso de oxidación del amonio para ambos estados 
fenológicos. La participación de archaeas en la oxidación del amonio, es descrita por 
diferentes estudios por ejemplo: Wessen y colaboradores reportan una correlación entre 
la abundancia y el potencial de oxidación de amonio de archaeas en suelos bajo dos 
manejos orgánicos con o sin la adición de fertilizantes nitrogenados sustentando que los 
altos valores de presencia y actividad de AOA en todos los casos  pueden relacionarse 
con que su metabolismo no depende enteramente de la oxidación del amonio sino que 
este grupo microbiano podría presentar un metabolismo mixotrófico o heterótrofo por lo 
que se adapta con mayor facilidad a diferentes manejos agronómicos. 
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6. Conclusiones y recomendaciones 
6.1 Conclusiones 
 
Los primers usados para la evaluación de las comunidades oxidantes del amonio 
reportados por Rotthauwe en 1997, no fueron adecuados para determinar la abundancia 
del gen amoA y los transcritos respectivos por qPCR en muestras de suelos de papa 
criolla.  
 
El análisis de la termodinámica de los primers en mención, evidenció que estos no 
cumplen los criterios requeridos para un análisis óptimo con la tecnología empleada, lo 
que soporta los resultados desfavorables obtenidos en este trabajo, para la totalidad de 
casos en los que se implementaron estrategias de mitigación de  formación de dímeros 
de primers. 
 
En el análisis de las secuencias de los transcriptomas, se evidencia que la mayoría de 
lecturas asignadas corresponden a secuencias de COA no cultivables, lo que sugiere que 
esta actividad podría ser mayoritariamente representada por este tipo de 
microorganismos. 
 
La evaluación de la distribución de las COA evaluada a través de las secuencias 
disponibles, revela que las AOA son un grupo abundante en los suelos evaluados, esto 
es consistente con multiplex reportes que demuestran que este grupo microbiano es el 
mayor representante de esta actividad.  
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6.2 Recomendaciones 
 
El rastreo de abundancia de la presencia (DNA) y el potencial de expresión (RNA) del 
gen AmoA en muestras ambientales, mediante  la implementación de PCR con primers 
específicos, puede subestimar la diversidad de las COA presentes en la muestra; esto 
fue confirmado realizando un análisis computacional de primers BLAST, determinando 
que menos del 5% de las secuencias blanco reportadas en el UNIPROT son rastreadas 
con los primers usados en este estudio. 
 
Para estudios relacionados se recomienda el uso de aproximaciones de análisis de 
secuencias en masa como DNA (metagenómica) o RNAseq (metatranscritómica), que 
permiten un monitoreo más holístico de las comunidades microbianas que conforman los 
diferentes ambientes, así como el rediseño de primers con un espectro mayor. 
 
Adicionalmente se recomienda realizar  el análisis termodinámico de los primers usados 
para la amplificación de poblaciones ambientales y de forma previa a la estandarización 
de qPCR, aun cuando estos son reportados en la literatura.  
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